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Résumé 
La neuropiline-1 (Nrp-1) est une protéine transmembranaire agissant comme 
récepteur des sémaphorines de classe 3 (Sema3) et du facteur de croissance de 
l’endothélium vasculaire (VEGF). En plus de son rôle crucial dans le développement des 
systèmes nerveux et cardiovasculaires, Nrp-1 est impliquée dans des processus 
physiopathologiques impliquant certains de ses ligands classiques (Sema3 et VEGF) ou 
récemment caractérisés (TGF-β1 et PDGF) dans les tissus adultes. Dans le système 
immunitaire, Nrp-1 participe aux interactions entre les lymphocytes T et les cellules 
dendritiques, transmet les effets immunorégulateurs de Sema3A sur les lymphocytes T, et 
est impliqué dans le mécanisme suppresseur des lymphocytes T régulateurs (Treg) Foxp3+. 
Cependant, l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T non-Treg humains et murins n’a 
été que peu étudiée. 
L’objectif de ce projet était de caractériser les populations de lymphocytes T Nrp-1+ 
non-Treg chez la souris, d’analyser leurs fonctions, d’identifier les mécanismes conduisant à 
l’expression de Nrp-1 dans ces cellules, et de comprendre le rôle joué par Nrp-1 dans les 
réponses immunitaires T. 
Mon travail s’est d’une part intéressé à une population de lymphocytes T non-
conventionnels appelés lymphocytes « invariant natural killer T » (iNKT). Les lymphocytes 
iNKT sont des lymphocytes Tαβ dérivés du thymus aux propriétés immunomodulatrices 
reposant sur la sécrétion rapide de cytokines TH1 et TH2 après engagement de leur TCR 
semi-invariant par des complexes CD1d/glycolipide. Un sous-type distinct de cellules iNKT, 
dont l’origine et l’homéostasie sont encore mal connues, produit la cytokine pro-
inflammatoire IL-17. Dans ce travail, j’ai montré que les lymphocytes iNKT émigrés 
thymiques récents sont identifiés spécifiquement par l’expression de Nrp-1. Les lymphocytes 
iNKT producteurs d’IL-17 expriment Nrp-1 et dépendent de l’export thymique. 
D’autre part, Nrp-1 est exprimé par les thymocytes immatures en division et certains 
lymphocytes Tαβ conventionnels mémoires en prolifération homéostatique rapide. In vitro, 
l’activation des lymphocytes T par le TCR induit l’expression de Nrp-1 de manière 
dépendante de la voie de signalisation Ca2+/calcineurine/NFAT. L’expression de Nrp-1 dans 
les lymphocytes T activés les sensibilise aux effets régulateurs de Sema3A et TGF-β1. 
En conclusion, ces résultats apportent de nouvelles données concernant l’expression 
et la fonction de Nrp-1 dans le système immunitaire. Plus généralement, cette étude permet 
d’envisager des stratégies thérapeutiques ciblant les processus dépendants de Nrp-1  dans 
les pathologies du système immunitaire et du système nerveux ou les cancers. 
 
Mots-clés : neuropiline – lymphocyte iNKT – export thymique – IL-17 – lymphocyte T – TCR 
– immunorégulation. 
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Abstract   “Neuropilin-1 expression in murine conventional T and invariant natural killer T 
(iNKT) cells” 
Neuropilin-1 (Nrp-1) is a one way transmembrane protein originally identified as a 
receptor for both axonal guidance cues (class 3 semaphorins, Sema3) and angiogenic 
factors (vascular endothelial growth factor, VEGF). In addition to its role in the development 
of the nervous and cardiovascular systems, Nrp-1 has been attributed critical functions in 
numerous adult physiological and pathological processes following the binding of old (Sema3 
and VEGF) and new (TGF-β and PDGF) ligands. In the immune system, Nrp-1 participates in 
the immune synapse between T cells and dendritic cells, acts as a coreceptor for the 
immunoregulatory Sema3A on T cells, and is involved in the suppressive functions of murine 
Foxp3+ regulatory T (Treg) cells. However, little is known about Nrp-1 expression in human 
and murine non-Treg T cells.  
The aim of this project was to characterize non-Treg Nrp-1+ T cell populations in mice, 
analyze their functions, identify the mechanisms leading to Nrp-1 expression in these cells, 
and understand the role of Nrp-1 in T cell responses. 
On the one hand, I have studied a population of unconventional innate-like T cells 
named invariant natural killer T (iNKT) cells. iNKT cells are thymus-derived CD1d-reactive αβ 
T cells with potent immunomodulatory properties based on their quick release of both TH1 
and TH2 cytokines after TCR triggering. A distinct subset of iNKT cells, whose origin and 
homeostasis are still poorly understood, produces the pro-inflammatory cytokine IL-17. In the 
present study, I have found that IL-17-producing iNKT cells are part of the recent thymic 
emigrant iNKT cell pool, which can be unequivocally identified as Nrp-1+ iNKT cells in 
peripheral lymphoid organs of naive mice. 
On the other hand, I have analyzed Nrp-1 expression in conventional non-Treg αβ T 
cells. In naive mice, Nrp-1 is expressed on proliferating immature thymocytes and memory 
phenotype mature T cells with an increased homeostatic proliferation rate. In vitro 
experiments have shown that Nrp-1 expression is induced in T cells by TCR activation in a 
Ca2+/calcineurin/NFAT signaling pathway-dependent manner. Nrp-1 expression in activated 
T cells sensitizes them to the regulatory effects of its ligands Sema3A and TGF-β1. 
In conclusion, the results presented here provide original data on Nrp-1 expression 
and function in the immune system. More generally, this study paves the way for further 
basic and translational research on Nrp-1-mediated processes in immune-related diseases, 
cancer, and neurological disorders. 
 
Key words: neuropilin – iNKT cell – thymic export – IL-17 – T cell – TCR – immune 
regulation. 
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1. Introduction 
1.1. Développement, activation et homéostasie des lymphocytes Tαβ conventionnels 
Ce chapitre d’introduction concerne principalement les lymphocytes Tαβ 
conventionnels murins. Toute allusion spécifique aux lymphocytes Tαβ humains sera 
nommément précisée dans le texte. Par opposition aux lymphocytes Tαβ dits « non-
conventionnels » (comme par exemple les lymphocytes NKT), les lymphocytes Tαβ 
conventionnels (que je nommerai parfois simplement lymphocytes T) représentent la 
population polyclonale des lymphocytes exprimant des récepteurs TCRαβ spécifiques 
d’antigènes peptidiques. Cette définition, certes assez vague, permet d’exclure de cette 
population des lymphocytes T aux propriétés de développement, d’activation et 
d’homéostasie particulières comme les lymphocytes iNKT, auxquels un chapitre indépendant 
de l’introduction est consacré.    
1.1.1. Développement thymique des lymphocytes Tαβ conventionnels 
Le développement des lymphocytes T a lieu dans le thymus. Ce processus a pour but 
de faire naître, à partir de progéniteurs lymphoïdes communs issus de la moelle osseuse, les 
lymphocytes T matures exprimant des TCR variés potentiellement dirigés contre des 
antigènes étrangers et non contre des antigènes du soi. Deux processus fondamentaux sont 
donc assurés en parallèle pour répondre à ce « cahier des charges » : le réarrangement 
stochastique des gènes du TCR, et la sélection des thymocytes portant des TCR appropriés. 
 Au cours de ces étapes de mutation/sélection, le phénotype des thymocytes change 
et passe par des intermédiaires bien déterminés (Figure 1A) [1]. Ainsi, les précurseurs 
thymiques les pus précoces n’expriment ni CD4 ni CD8 et sont dits « double négatifs » (DN). 
De manière plus précise, on distingue 4 stades séquentiels de développement parmi les 
thymocytes DN : DN1 (CD44+ CD25-), DN2 (CD44+ CD25+), DN3 (CD44- CD25+) et DN4 
(CD44- CD25-). La transition du stade DN1 (stade le plus précoce du développement 
thymique des lymphocytes T) au stade DN2 marque l’engagement des précurseurs 
thymiques vers la lignée T. A partir du stade DN3, le réarrangement du gène de la chaîne β 
du TCR initie le processus appelé β-sélection : si le réarrangement produit une chaîne TCRβ 
fonctionnelle, celle-ci forme, avec la molécule pré-Tα et les chaînes CD3, un pré-TCR qui 
fournit un signal de survie, de prolifération et de différenciation aux thymocytes. Les 
thymocytes qui ne parviennent pas à effectuer un réarrangement de la chaîne TCRβ 
fonctionnel meurent en l’absence de ce signal. Le réarrangement des gènes des chaînes 
TCRγ et TCRδ ayant aussi lieu dans les thymocytes du stade DN3, le développement de la 
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lignée Tγδ diverge de la lignée Tαβ à partir de ce stade. La prolifération induite par le signal 
du pré-TCR au cours de la β-sélection s’accompagne de modifications phénotypiques des 
thymocytes qui passent par les stades DN4, puis ISP (CD8+ sTCRβ- : immature simple 
positif) pour devenir des thymocytes exprimant à la fois CD4 et CD8, dits « double positif » 
(DP). Les thymocytes DP représentent environ 85-90% des thymocytes d’une souris adulte 
jeune. La prolifération des thymocytes DP les plus précoces, qui ont de ce fait un phénotype 
blastique, est requise pour le réarrangement du locus de la chaîne TCRα. Si ce 
réarrangement est fonctionnel, c'est-à-dire s’il conduit à l’association des chaînes TCRα et 
TCRβ en un TCRαβ capable de reconnaître un antigène dans le contexte de molécules 
CMH-I ou CMH-II, le processus de sélection peut commencer. Sinon, les thymocytes DP 
finissent par mourir en l’absence de signaux de survie délivrés par l’activation du TCR de 
surface. La lignée des lymphocytes iNKT diverge des lymphocytes Tαβ conventionnels au 
stade DPblast, et les conditions spécifiques de son développement seront abordées 
ultérieurement. La sélection positive des thymocytes DP (qui expriment alors à leur surface 
un TCRαβ) s’accompagne d’un arrêt de la prolifération et de l’expression du marqueur 
d’activation CD69. Suivant que le TCR interagit avec un antigène dans le contexte de CMH-I 
ou CMH-II, les thymocytes DP vont alors perdre l’expression de CD4 ou de CD8, 
respectivement, et devenir des thymocytes « simple positif » (SP). La sélection négative, qui 
élimine les thymocytes portant un TCR reconnaissant avec une haute affinité des antigènes 
du soi, affecte les thymocytes DPmature et les thymocytes SP. Les lymphocytes T régulateurs  
(Treg) Foxp3+ émergent eux-aussi comme des thymocytes SP CD4+. 
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Figure 1. Schémas de la différenciation thymique des lymphocytes Tαβ conventionnels 
(A) Stades de différenciation des thymocytes (en rouge), leur phénotype de surface caractéristique 
(en noir), et les grandes étapes du développement thymique qui correspondent à ces stades (en 
bleu). (B) Architecture du thymus légendée. (C) Régulation spatio-temporelle du développement 
thymique des lymphocytes T. 
 
Ces différents processus de mutation, prolifération, sélection sont soumis à une 
stricte régulation spatio-temporelle et font intervenir de nombreuses interactions cellulaires et 
moléculaires [2, 3]. Le thymus est un organe à l’architecture caractéristique divisée en une 
zone périphérique dense et sombre, le cortex, et une zone centrale moins dense et plus 
26 
 
claire, la medulla (Figure 1B). La colonisation du thymus par des cellules d’origine 
hématopoïétiques commence à 11,5 jours post coïtum chez la souris et à 8-9 semaines 
gestationnelles chez l’homme. Le thymus va alors grossir jusqu’à l’adolescence, puis il va 
s’involuer au cours du temps et sa structure va s’altérer au fur et à mesure que la graisse 
envahit cet organe. En période de fonctionnement normal du thymus, les précurseurs T DN1 
entrent dans le thymus par des vénules situées au niveau de la jonction cortico-médullaire 
(Figure 1C). L’engagement vers la lignée T et le processus de β-sélection vont alors 
s’opérer alors que les thymocytes migrent vers la périphérie du cortex. Cette migration 
centrifuge est dépendante de l’expression de plusieurs récepteurs de chimiokines sur les 
thymocytes DN1-3 : CXCR4, CCR7 et CCR9. Les thymocytes ayant passé avec succès la β-
sélection sont localisés dans la région sous-capsulaire du cortex thymique, où ils prolifèrent 
intensément, réarrangent le locus du TCRα et acquièrent l’expression des corécepteurs CD4 
et CD8. La sélection positive (et négative) des thymocytes DP par des cellules épithéliales 
thymiques corticales nécessite la migration centripète de ces cellules. L’expression de CCR7 
induite par l’activation du TCRαβ sur les thymocytes DP est en partie responsable de la 
relocalisation des thymocytes sélectionnés vers la medulla, où sont exprimées les 
chimiokines CCL19 et CCL21. Ainsi, la transition de cellule DP à cellule SP s’accompagne 
d’un franchissement de la jonction cortico-médullaire. Les thymocytes SP résident plusieurs 
jours dans la medulla où ils subissent la sélection négative médiée par des cellules 
dendritiques et des cellules épithéliales exprimant des autoantigènes. La sortie des 
thymocytes matures vers les organes périphériques par la circulation sanguine, appelée 
export ou émigration thymique, nécessite l’expression du récepteur S1P1 à la surface de ces 
cellules. La sécrétion du ligand chimioattractant S1P par des péricytes entourant les cellules 
endothéliales de vénules situées au niveau de la jonction cortico-médullaire attire les 
thymocytes S1P1+ vers ces vaisseaux et favorise leur transmigration puis leur export [4]. En 
plus des chimiokines et de leurs récepteurs couplés aux protéines G, les protéines de la 
matrice extracellulaire (laminine, fibronectine) jouent un rôle fondamental dans la migration 
dirigée des thymocytes durant les différentes étapes de leur développement. L’expression 
des récepteurs de chimiokines et de matrice extracellulaire est régulée par les différénts 
signaux intracellulaire que reçoivent les thymocytes lors de l’engagement vers la lignée T, la 
β-sélection et la sélection positive. 
1.1.2. Activation des lymphocytes Tαβ conventionnels 
Les lymphocytes T qui sortent du thymus vers la circulation sanguine sont dits 
« naïfs ». Ils expriment un unique TCRαβ et l’un ou l’autre des corécepteurs CD4 ou CD8. Le 
phénotype caractéristique des lymphocytes T naïfs murins est CD44lo CD25- CD62Lhi. 
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L’expression de CD62L est requise pour l’entrée des lymphocytes T naïfs dans les ganglions 
lymphatiques, organes lymphoïdes secondaires où sont initiées la majorité des réponses 
immunitaires dépendantes des lymphocytes T. Les lymphocytes T naïfs expriment aussi le 
récepteur CCR7, qui leur permet de se localiser dans les ganglions lymphatiques au sein de 
zones riches en CCL19 et CCL21, appelées « zones T ».  
L’activation des lymphocytes T naïfs nécessite la mise en place d’une zone 
d’interaction, appelée « synapse immunologique » entre un lymphocyte T et une cellule 
présentatrice d’antigène mature exprimant le complexe CMH/peptide agoniste du TCR. La 
synapse immunologique, en regroupant au sein d’une même région membranaire et sous-
membranaire des molécules d’adhésion, des protéines de signalisation, des seconds 
messagers et un cytosquelette dynamique, favorise l’activation rapide des lymphocytes T par 
leur antigène. L’engagement du TCR et d’un corécepteur CD4 ou CD8 par un complexe 
CMH/peptide induit la phosphorylation des domaines ITAM des molécules CD3 et de la 
chaîne δ du complexe TCR par la kinase Lck associée au corécepteur. Les domaines ITAM 
phosphorylés servent ensuite de plateforme d’activation pour ZAP-70 qui, une fois activée, 
phosphoryle à son tour des enzymes comme LAT, ITK et PLCγ. Ces cascades de 
phosphorylation ont lieu localement, au niveau de la synapse immunologique, de manière 
très rapide (quelques minutes après l’engagement du TCR), et aboutissent à l’activation de 
voies de signalisation cruciales pour l’activation des lymphocytes T : la voie 
Ca2+/calcineurine/NFAT et la voie Ras/MAPK [5]. 
L’activation de PLCγ sous la membrane plasmique au niveau de la synapse 
immunologique permet la transformation du phosphatidylinositol-4,5-diphosphate 
membranaire en diacyl glycerol (DAG) et en inositol-1,4,5-triphosphate (InsP3). Alors que 
DAG est responsable de l’activation de la voie Ras/MAPK, InsP3 se fixe sur son récepteur à 
la membrane du réticulum endoplasmique (RE) et induit le relargage d’ions Ca2+ libres de la 
lumière du RE vers le cytosol. Ce relargage de Ca2+ intracellulaire active des canaux 
calciques à la membrane plasmique qui permettent une entrée massive de nouveaux ions 
Ca2+ dans le cytosol. La concentration en Ca2+ élevée active la calmoduline, qui à son tour 
active la phosphatase calcineurine. La déphosphorylation des facteurs de transcription de la 
famille NFAT par la calcineurine induit leur entrée dans le noyau où ils régulent positivement 
la transcription de gènes cibles impliqués dans l’activation des lymphocytes T (notamment 
les gènes codant pour l’IL-2 et son récepteur CD25). La transcription optimale de ces gènes 
cibles de NFAT requiert la coopération intranucléaire des facteurs NFAT avec l’hétérodimère 
AP-1, dont l’activation résulte de la voie Ras/MAPK dans les lymphocytes T. Deux drogues 
immunosuppressives couramment utilisées après transplantation d’organes pour éviter le 
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rejet, la ciclosporine A (CsA) et le FK506 (Tacrolimus), inhibent l’activation des lymphocytes 
T en bloquant l’activité de la calcineurine [6]. 
L’activation optimale des lymphocytes T nécessite un signal de costimulation 
émanant de la ligation du récepteur CD28 par ses ligands B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) 
exprimés par les cellules présentatrices d’antigène activées. La signalisation en aval de 
l’activation de CD28 implique les voies dépendantes de la PI3K et du facteur nucléaire 
NFκB, qui sont nécessaires à la production optimale d’IL-2 et à la prolifération des 
lymphocytes T activés. On peut modéliser in vitro l’activation de lymphocytes T naïfs en 
incubant ces cellules dans des plaques de plastique recouvertes d’anticorps dirigés contre le 
complexe TCR (anti-CD3ε, clone 145-2C11 pour les lymphocytes T de souris) et le récepteur 
de co-stimulation CD28 (anti-CD28, clone 37.51 pour les lymphocytes T de souris). 
L’activation des lymphocytes T naïfs, in vitro ou in vivo, s’accompagne de modifications 
phénotypiques caractéristiques : expression rapide et transitoire de CD69, expression 
augmentée de CD44 et perte d’expression progressive de CD62L et CCR7, expression 
progressive de CD25 et acquisition d’une taille blastique concomitante à l’initiation de la 
prolifération. Ces différents marqueurs sont utilisés pour quantifier et comparer les réponses 
des lymphocytes T en différentes circonstances (modulation pharmacologique, mutation 
génétique, modèle pathologique). 
In vivo, l’activation des lymphocytes T naïfs par des cellules dendritiques matures au 
sein des ganglions lymphatiques est un processus dynamique dont les différentes étapes ont 
pu être récemment caractérisées grâce à la technique d’imagerie intravitale par microscopie 
biphotonique [7]. On distingue grossièrement trois phases d’interactions entre les 
lymphocytes T et les cellules dendritiques portant leur antigène spécifique [8]. Dans la 
première phase, les lymphocytes T migrent rapidement dans lez zones T du ganglion et 
établissent de brefs contacts transitoires avec des cellules dendritiques pour « scanner » leur 
surface. La reconnaissance du complexe peptide/CMH par le TCR induit un signal calcique 
fort qui induit l’arrêt de la migration du lymphocyte T et la stabilisation de l’interaction avec la 
cellule dendritique : c’est la deuxième phase au cours de laquelle les interactions prolongées 
entre lymphocytes T et cellules dendritiques instruisent l’activation et polarisent la 
différenciation des premiers. Alors que la première phase ne dure que quelques heures 
après l’entrée des cellules dendritiques matures dans le ganglion, la deuxième phase dure 
entre 24H et 48H. A l’issue de cette phase d’interactions prolongées, les lymphocytes T 
reprennent une activité migratoire rapide et ne forme que des contacts transitoires de 
courtes durées avec les cellules dendritiques persistant dans les zones T. C’est au cours de 
cette troisième phase que les lymphocytes T initient leur prolifération et acquièrent les 
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propriétés effectrices et migratoires propres à leur sous-type. Bien que la succession et la 
durée de ces trois phase d’activation soit principalement instruite par la qualité des 
interactions TCR – peptide/CMH (affinité, avidité, compétition interclonale), des interactions 
moléculaires secondaires impliquant par exemple l’expression de CTLA-4 ou de PD-1 jouent 
un rôle dans la modulation de ces différentes phases [9, 10]. 
1.1.3. Mécanismes de régulation des lymphocytes Tαβ activés 
Afin d’éviter un emballement des réponses immunitaires dépendantes des 
lymphocytes T et de limiter la possibilité de réactions auto-immunes, plusieurs mécanismes 
de régulation des lymphocytes Tαβ activés existent. Trois mécanismes majeurs sont décrits 
ci-après. 
Premièrement, la phase de prolifération des lymphocytes T activés, nécessaire à 
l’expansion d’un faible nombre de lymphocytes T clonaux ou oligoclonaux en réponse à un 
agent infectieux, est suivie d’une phase de contraction. Cette contraction, au cours de 
laquelle une très grande partie des lymphocytes T activés meurent par apoptose, est 
dépendante d’un mécanisme appelé AICD (« activation-induced cell death »). L’AICD 
dépend de l’expression du récepteur de mort Fas (CD95) et de son ligand FasL (CD95L) à la 
surface des lymphocytes T activés en réponse à de fortes concentrations d’IL-2. L’interaction 
paracrine de Fas avec FasL induit alors l’apoptose des cellules Fas+. Des mutations 
génétiques comme celles du gène codant pour le récepteur Fas sont associées à un échec 
de l’AICD responsable de la maladie appelée « syndrome lymphoprolifératif auto-immun » 
(ALPS) [11]. 
Les lymphocytes T régulateurs (Treg) Foxp3+ représentent une population de cellules 
matures capables de réguler l’activation des lymphocytes Tαβ [12]. Les lymphocytes Treg 
Foxp3+ jouent ainsi un rôle primordial dans la prévention de l’auto-immunité ou de l’allergie. 
L’absence congénitale de lymphocytes Treg, due par exemple à une mutation génétique 
conduisant à une perte de fonction dans le gène FOXP3, conduit à un syndrome auto-immun 
sévère nommé IPEX (« immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked 
syndrome »). Les lymphocytes Treg Foxp3+ dits « naturels » sont originaires du thymus, où 
ils émergent au stade DP tardif ou SP CD4+ après engagement du TCR par des complexes 
autoantigène/CMH présentés par des cellules stromales et des cellules dendritiques de la 
medulla. Ces interactions déclenchent l’expression du facteur de transcription Foxp3, qui 
initie le programme de différenciation en lymphocytes Treg Foxp3+. Quelques traits 
phénotypiques et fonctionnels caractérisent les lymphocytes Treg : l’expression forte et 
constitutive de CD25, CTLA-4 et GITR, l’anergie (les lymphocytes Treg ne prolifèrent pas et 
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ne sécrètent pas d’IL-2 en réponse à l’engagement de leur TCR), et la capacité de réguler 
négativement l’activation des lymphocytes Tαβ conventionnels in vitro et in vivo (propriétés 
suppressives). Toutes ces caractéristiques dépendent de l’expression du facteur de 
transcription Foxp3. L’expression de Foxp3 peut aussi être induite dans les lymphocytes T 
naïfs périphériques après activation dans des conditions cytokiniques particulières : ils 
deviennent alors des lymphocytes Treg induits (iTreg). L’émergence de lymphocytes iTreg à 
partir de lymphocytes T naïfs Foxp3- nécessite : (i) l’engagement du TCR, (ii) la présence 
d’IL-2, et (iii) la présence de TGF-β1. Les lymphocytes Treg, qu’ils soient naturels ou induits, 
peuvent exercer leur pouvoir suppressif de plusieurs manières lors des réponses 
immunitaires. Ils peuvent d’une part entrer en compétition avec les lymphocytes T effecteurs 
autoréactifs pour les ligands présentés par les cellules dendritiques, et ainsi promouvoir une 
réponse anergique plutôt qu’une réponse effectrice et/ou inflammatoire. D’autre part, 
l’interaction des lymphocytes Treg avec les cellules dendritiques peutt inhiber les capacités 
de stimulation de ces dernières, notamment par l’effet de CTLA-4 sur ses ligand B7-1 et B7-
2 à la surface des cellules dendritiques. Enfin, les lymphocytes Treg peuvent directement 
tuer ou inhiber les lymphocytes T effecteurs par la sécrétion de granules cytotoxiques ou la 
sécrétion de cytokines immunorégulatrices comme l’IL-10 ou le TGF-β1.  
En plus de ses effets dans la différenciation des lymphocytes iTreg, le TGF-β1 est 
plus largement impliqué dans la régulation des lymphocytes T [13]. Le TGF-β1 est une 
cytokine aux effets pléiotropes qui, dans le système immunitaire, agit sur de nombreux types 
cellulaires en inhibant ou promouvant leur différenciation, leur survie et leur prolifération. Le 
TGF-β1 est produit sous une forme inactive appelée LAP (« latency associated peptide ») et 
ne devient actif qu’après dégradation de LAP ou changement conformationnel de celui-ci. 
L’activation de TGF-β1 requiert donc l’activité de protéines activatrices qui peuvent agir au 
niveau de la matrice extracellulaire ou des membranes externes des cellules productrices de 
TGF-β1 [14]. La molécule de TGF-β1 active est un homodimère qui, se fixant sur le 
récepteur TGF-βRII, induit la formation d’un complexe formé de TGF-β1, TGF-βRII et TGF-
βRI. Ce complexe autophosphoryle les parties intracellulaires des deux TGF-βR et induit 
l’activation de Smad2/3, puis Smad4 qui agit, avec des cofacteurs, comme facteur de 
transcription dans le noyau de la cellule cible. De nombreux types cellulaires peuvent 
sécréter le TGF-β1, parmi lesquelles les cellules dendritiques et les lymphocytes T activés. 
Lors de l’activation des lymphocytes T, le TGF-β1 inhibe la prolifération et la différenciation 
des lymphocytes T effecteurs cytotoxiques, TH1 et TH2. A l’inverse, cette cytokine est 
impliquée dans la survie et la prolifération des lymphocytes Treg naturels, ainsi que dans la 
différenciation des lymphocytes iTreg. Du fait de ces propriétés duales, le TGF-β1 est une 
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cytokine critique pour le maintient de la tolérance immunitaire périphérique. Les souris 
déficientes pour le récepteur du TGF-β1 spécifiquement dans les lymphocytes T développent 
une maladie autoimmune précoce, rapide et mortelle [15, 16]. De manière intéressante, il a 
été récemment montré que le TGF-β1 est une cytokine indispensable pour la différenciation 
des lymphocytes proinflammatoires TH17 et TH9, en combinaison avec l’IL-6 et l’IL-4 
respectivement [17, 18]. Bien que les effets dominants du TGF-β1 sur les lymphocytes T 
activés soient régulateurs, ces données récentes soulignent aussi le rôle ambivalent du 
TGF-β1 dans le contrôle des réponses immunitaires des lymphocytes T. 
1.1.4. Homéostasie des lymphocytes Tαβ conventionnels 
Après les effets combinés de la sélection positive et de la sélection négative dans le 
thymus, les lymphocytes T matures qui sortent du thymus et constituent la majeure partie 
des lymphocytes T à longue durée de vie qui peuplent les organes lymphoïdes secondaires 
ont une faible affinité pour des complexes autoantigène/CMH. Cette faible affinité n’est pas 
suffisante pour déclencher des maladies autoimmunes, mais est nécessaire à la survie des 
lymphocytes T naïfs. La signalisation de l’IL-7 via son récepteur IL-7R (CD127) synergise 
avec les signaux résultant de l’engagement du TCR par des complexes autoantigéniques de 
faible affinité pour promouvoir l’expression de molécules anti-apoptotiques (Bcl-2, Mcl-1) 
nécessaires à la survie à long terme de ces cellules [19]. 
L’activation des lymphocytes T naïfs par des antigènes d’origine étrangère conduit à 
leur expansion massive en quelques jours. Puis la contraction du nombre de cellules 
effectrices aboutit à la mort de la majorité des lymphocytes T spécifiques de ces antigènes. 
Après plusieurs semaines ne persistent dans les organes lymphoïdes qu’un faible nombre de 
lymphocytes T mémoires spécifiques de l’antigène. Contrairement aux lymphocytes T naïfs, 
la majorité des lymphocytes T mémoires, qui portent le phénotype CD44hi CD25-, dépendent 
exclusivement de signaux issus des cytokines IL-7 et IL-15 pour leur survie à long terme et 
leur prolifération homéostatique [19]. Ainsi l’engagement de leur TCR par des complexes 
antigène/CMH qui auraient persisté longtemps après la phase aigüe d’infection n’est pas 
requis pour l’établissement d’une mémoire immunitaire des lymphocytes T. Cependant, 
certains lymphocytes T arborant un phénotype mémoire (CD44hi CD25-), présents dans les 
organes lymphoïdes de souris n’ayant pas reçu de stimulation antigénique particulière, ont 
un renouvellement homéostatique rapide dépendant de l’engagement de leur TCR. Ces 
lymphocytes T émergent vraisemblablement lors d’épisodes de lymphoprolifération induites 
par des lymphopénies, durant lesquelles les lymphocytes T naïfs « occupent la place » 
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laissée libre en proliférant en réponse à des antigènes du soi ou des antigènes commensaux 
[19].  
Ainsi, les lymphocytes T matures des organes lymphoïdes secondaires de souris 
adultes naïves sont une population hétérogène de cellules naïves (CD44lo CD25-), mémoires 
ou de phénotype mémoire (CD44hi CD25-) et régulatrices (Foxp3+ CD25+) dont le nombre et 
les proportions relatives sont régulés par l’action combinée de cytokines (IL-7, IL-15, TGF-
β1) et de complexes antigène/CMH. 
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1.2. Les lymphocytes « invariant natural killer T » (iNKT) 
1.2.1. Nomenclature, définitions 
Le terme « natural killer T » désigne historiquement des lymphocytes Tαβ exprimant 
le marqueur des cellules NK NK1.1 (CD161) [20]. Depuis les quinze à vingt dernières 
années, les cellules NKT ont suscité un vif intérêt chez les immunologistes. On distingue 
aujourd’hui deux types de lymphocytes NKT. Les caractéristiques fondamentales des 
lymphocytes NKT de type 1 et des lymphocytes NKT de type 2 sont résumées dans le 
Tableau 1. Les lymphocytes NKT de type 1 sont aussi couramment appelés lymphocytes 
iNKT (« invariant »), ou lymphocytes Vα14 iNKT chez la souris (Vα24 iNKT chez l’homme) 
[20]. Les lymphocytes iNKT sont des lymphocytes T possédant un récepteur TCRαβ 
invariant ou semi-invariant (Vα24Jα18 associé à Vβ11 chez l’homme, Vα14Jα18 associé à 
Vβ8, Vβ7 ou Vβ2 chez la souris). Ce TCR invariant reconnaît spécifiquement des 
glycolipides (tel que l’alpha-galactosylcéramide, ou α-GalCer) présentés sur la molécule 
CD1d, un analogue non-polymorphique du CMH-I. On oppose aux lymphocytes iNKT les 
cellules NKT de type 2, qui reconnaissent aussi des glycolipides présentés par CD1d mais 
ne possèdent pas le TCR invariant caractéristique des lymphocytes iNKT et ne sont pas 
activés par α-GalCer. Bien que les cellules iNKT aient été longtemps caractérisées et 
analysées comme des lymphocytes TCRαβ+ NK1.1+, il est désormais connu que tous les 
lymphocytes iNKT n’expriment pas NK1.1, et qu’inversement certains lymphocytes T 
exprimant NK1.1 ne sont pas des lymphocytes iNKT. Les lymphocytes iNKT sont donc 
strictement définis par l’expression de leur TCR invariant, capable de reconnaître 
spécifiquement le complexe CD1d – α-GalCer. De ce fait, il est possible d’analyser 
spécifiquement les lymphocytes iNKT murins ou humains à l’aide d’un tétramère de 
molécules CD1d chargées avec l’α-GalCer ou un de ses analogues (PBS57) (Figure 2) [21]. 
L’utilisation de ce réactif a permis de nombreuses avancées dans la recherche sur les 
lymphocytes iNKT, notamment en permettant de suivre et d’analyser les lymphocytes iNKT 
n’exprimant pas NK1.1. Il n’existe pas de réactif similaire pour détecter les lymphocytes NKT 
de type 2. Ce sous-type de lymphocytes immunorégulateurs est donc beaucoup moins 
étudié. Cependant, l’analyse comparée des souches de souris Jα18-/- (déficientes en 
lymphocytes NKT de type 1 mais pas de type 2) et CD1d-/- (déficientes en lymphocytes NKT 
de type 1 et de type 2) a permis de mettre en évidence des rôles distincts de ces deux 
populations dans des modèles physiopathologiques murins [20, 22, 23]. Dans ce travail, je 
me suis uniquement intéressé aux lymphocytes NKT de type 1 murins, que je nomme iNKT 
dans la suite de ce manuscrit.  
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 NKT de type 1 (iNKT) NKT de type 2 
Restreint par CD1d Oui Oui 
Reconnaît α-GalCer Oui Non 
TCRα 
Vα14Jα18 (souris) 
Vα24Jα18 (homme) 
Divers 
TCRβ 
Vβ8, Vβ7 et Vβ2 (souris) 
Vβ11 (homme) 
Divers 
Expression de NK1.1 +/- +/- 
Expression de CD4 et CD8 
CD4
+
 et DN (souris) 
CD4
+
, CD8
+
 et DN (homme) 
CD4
+
 et DN (souris) 
 
Tableau 1. Caractéristiques fondamentales des lymphocytes NKT de type 1 et de type 2 
Adapté de Godfrey et al. [20] 
 
 
 
Figure 2. Méthode d’analyse des lymphocytes iNKT par cytométrie de flux 
(A) Schéma du tétramère utilisé pour l’analyse et le tri des lymphocytes iNKT par cytométrie de 
flux. Des molécules CD1d recombinantes biotinylées sont agglutinées sur une streptavidine 
couplée à un fluorophore, puis chargées avec le ligand spécifique α-GalCer ou un de ses 
analogues. Le réactif utilisé pour les expériences présentées dans cette thèse a été fabriqué et 
fourni par le NIH Tetramer Core Facility. (B) Analyses représentatives des lymphocytes iNKT 
humains (CD3ε
+
 CD1d Tet
+
) et murins (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) par cytométrie de flux. Les cellules 
entourées sont les lymphocytes iNKT. 
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En plus du TCR semi-invariant, les lymphocytes iNKT présentent des marqueurs 
phénotypiques caractéristiques. La majorité des lymphocytes iNKT expriment des récepteurs 
caractéristiques des lymphocytes NK : NK1.1 (dans la souche C57BL/6), CD122 (IL-2Rβ, 
spécifique de l’IL-15), ou DX5 (CD49b ou intégrine α2) entre autres [24]. De plus, les 
lymphocytes iNKT portent, dans leur grande majorité, des marqueurs associés aux 
lymphocytes T mémoires activés (CD44hi CD69+). Chez la souris, les lymphocytes iNKT 
n’expriment pas le corécepteur CD8 et sont CD4+ ou DN. Par contre, chez l’homme, les 
lymphocytes iNKT peuvent être CD4+, CD8+, ou DN [24]. On définit les lymphocytes iNKT 
comme appartenant à la famille des lymphocytes T innés, au même titre que les 
lymphocytes Tγδ [24, 25]. La classification en cellules de l’immunité innée des lymphocytes 
iNKT est due à plusieurs propriétés. Premièrement, le même récepteur TCR des 
lymphocytes iNKT peut reconnaître plusieurs glycolipides de structures différentes issus de 
divers pathogènes ou des cellules de l’organisme. Deuxièmement, la réponse effectrice des 
lymphocytes iNKT à l’activation (que ce soit par l’engagement de leur TCR ou par des 
cytokines inflammatoires) est extrêmement rapide (de l’ordre de l’heure). Enfin, cette 
réponse est puissante et met en jeu la sécrétion massive de nombreuses cytokines 
immunorégulatrices (dont notamment IFN-γ et IL-4) capables d’activer à leur tour les cellules 
dendritiques, les lymphocytes NK et les macrophages, d’influencer la différenciation des 
lymphocytes T naïfs activés, ou de moduler l’activation des lymphocytes B [24, 25]. 
 
 
Figure 3. Structure de l’alpha-galactosylceramide (α-GalCer) 
 
Le TCR semi-invariant des lymphocytes iNKT leur permet de reconnaître plusieurs 
ligands glycolipidiques présentés dans le contexte de la molécule CD1d. Le premier 
glycolipide capable d’activer les lymphocytes iNKT à avoir été identifié est alpha-
galactosylcéramide, un lipide dérivé de l’éponge marine Agelas mauritianus (Figure 3) [24]. 
C’est le ligand prototypique des lymphocytes iNKT. Plusieurs dérivés synthétiques de ce 
ligand ont été produits depuis qui sont également capables d’activer spécifiquement les 
lymphocytes iNKT. Certains glycolipides des membranes de bactéries pathogènes 
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(Sphingomonas [26], Borrelia [27]) sont aussi des agonistes du TCR semi-invariant des 
lymphocytes iNKT lorsqu’ils sont présentés dans le contexte de CD1d. On connaît aussi un 
ligand endogène des lymphocytes iNKT humains et murins, l’isoglobo-trihexosylcéramide 
(iGb3), impliqué dans le développement thymique et l’activation des lymphocytes iNKT [28, 
29]. Le mode de reconnaissance de ces ligands par le TCR semi-invariant  des lymphocytes 
iNKT a été caractérisé ces dernières années grâce à des études structurelles par 
cristallographie. Le TCR semi-invariant utilise un mode commun de fixation au complexe 
glycolipide/CD1d pour tous les ligands connus des lymphocytes iNKT [30-32]. Ce procédé 
conservé au cours de l’évolution permet aux lymphocytes iNKT de repérer grâce à un unique 
récepteur, plusieurs types d’agents infectieux et d’initier rapidement les réponses 
immunitaires en réponse à ces agents.  
1.2.2. Développement thymique et maturation des lymphocytes iNKT 
Les lymphocytes iNKT se développent dans le thymus à partir de thymocytes DP 
ayant effectué le réarrangement Vα14Jα18 (Vα14+ DP) [33-35]. La sélection positive de ces 
précurseurs thymiques des lymphocytes iNKT est en de nombreux points différente de celle 
des thymocytes αβ conventionnels. D’une part, les cellules Vα14+ DP sont sélectionnées par 
des thymocytes DP corticaux exprimant CD1d conjugué à un ligand glycolipidique endogène, 
et non par les cellules épithéliales thymiques [36]. Le ligand endogène responsable de la 
sélection positive des précurseurs iNKT reste non-identifié, même si iGb3 est un bon 
candidat [29]. La sélection des précurseurs iNKT est dépendante du signal d’activation du 
TCR reçu lors de ce contact, ainsi que d’interactions homotypiques Slam/Slam entre les 
cellules CD1d+ DP et Vα14+ DP induisant l’activation de la voie de signalisation  de SAP 
dans les cellules Vα14+ DP [37-39]. D’autre part, la sélection positive des précurseurs iNKT 
thymiques induit une vague de prolifération intense au cours de laquelle le phénotype des 
lymphocytes iNKT évolue en 3 stades caractéristiques : le stade 0 (CD24+ NK1.1-), le stade 1 
(CD24- NK1.1- CD44lo) et le stade 2 (CD24- NK1.1- CD44hi) [34, 40, 41]. Cette vague de 
prolifération, dépendante de l’activité du facteur de transcription c-Myc [42-44], amplifie la 
population clonale de thymocytes Vα14+ pour donner un nombre suffisant de lymphocytes 
iNKT en périphérie. La majorité des lymphocytes iNKT du thymus de souris adulte ont un 
phénotype de stade 3 (CD24- NK1.1+ CD44hi), représentent le stade ultime de maturation 
des thymocytes Vα14+, et ne prolifèrent que très peu. Bien que ces cellules soient à un stade 
de différenciation terminale, elles ne sont pas ou peu exportées vers la périphérie, mais 
persistent comme une population résidente du thymus pendant des périodes très longues 
(allant jusqu’à un an) [45]. 
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Figure 4. Schéma du développement thymique des lymphocytes iNKT murins 
 
L’export des lymphocytes iNKT du thymus vers la périphérie a donc lieu au stade 2 
(NK1.1- CD44hi) [40, 41]. Le mécanisme d’export des lymphocytes iNKT n’est pas 
complètement élucidé. L’expression du récepteur S1P1 semble être requise, comme pour 
l’export des lymphocytes T conventionnels [46]. Un rôle plus spécifique des récepteurs aux 
lymphotoxines α et β dans l’émigration des lymphocytes iNKT du thymus a  aussi été mis en 
évidence [47]. Les lymphocytes iNKT émigrés thymiques récents (ETR) acquièrent 
rapidement (24-48 heures) l’expression de NK1.1 dans un processus de maturation similaire 
à celui ayant lieu dans le thymus [40]. De ce fait, la majorité des lymphocytes iNKT matures 
en périphérie expriment NK1.1. La Figure 4 schématise les différentes étapes du 
développement des lymphocytes iNKT chez la souris. 
Les différentes étapes du développement thymique des lymphocytes iNKT sont 
contrôlées par plusieurs processus indépendants. Ces points de contrôle ont été identifiés 
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par l’étude, dans des souris déficientes en différents gènes, des différents stades thymiques 
de développement des précurseurs iNKT. Le premier point de contrôle est opéré par la 
survie des thymocytes DP. En effet, le réarrangement entre les segments Vα14 et Jα18 
nécessite que les thymocytes DP survivent suffisamment longtemps pour effectuer plusieurs 
séries de réarrangements du TCRα, de proche en proche jusqu’à joindre ces deux loci 
distaux [48]. Ainsi, les mutations affectant des facteurs de transcription (HEB, ROR-γt)  ou 
des molécules anti-apoptotiques (Bcl-xL) nécessaires à la survie des thymocytes DP ont un 
impact négatif majeur sur le développement de lymphocytes iNKT [49, 50]. 
Le second point de contrôle du développement des lymphocytes iNKT repose sur 
l’interaction fonctionnelle du thymocyte Vα14+ DP avec le thymocyte CD1d+ DP qui le 
sélectionne. Deux voies de signalisation, partiellement convergentes, ont une importance 
cruciale à ce niveau : (i) la signalisation induite par l’activation du TCR et conduisant à 
l’activation de la calcineurine et des facteurs de transcription calcium-dépendants, et (ii) la 
signalisation Slam/SAP/Fyn induite par l’interaction homotypique Slam/Slam décrite plus 
haut [49]. Ainsi, les mutations affectant la qualité du signal du TCR [51], la voie dépendante 
du calcium [52, 53], les récepteurs de surface de la famille Slam et les protéines de la voie 
de signalisation en aval de ces dernières [37-39, 54], empêchent le développement des 
lymphocytes iNKT à partir de précurseurs Vα14+ DP. 
L’activité de plusieurs facteurs de transcription est requise entre les stades 0 et 3 
pour mettre en place le programme effecteur des lymphocytes iNKT. Gata-3 est requis 
précocement (stades 0 et 1) pour le développement des lymphocytes iNKT et son 
expression est associée à la forte production d’IL-4 par les précurseurs iNKT aux stades 
précoces [55, 56]. Par contre, T-bet est requis pour la différenciation terminale (transition du 
stade 2 au stade 3) et la capacité à produire l’IFN-γ après activation [57]. Par ailleurs, le 
facteur de transcription PLZF semble être un régulateur important et assez spécifique de 
l’acquisition des capacités immunomodulatrices des lymphocytes iNKT : en l’absence de 
PLZF, les précurseurs iNKT ne dépassent pas le stade 1 (n’augmentent pas l’expression de 
CD44 caractéristique de lymphocytes T effecteurs) et leur capacité à produire IFN-γ et IL-4 
est fortement diminuée [49, 58].  
Le dernier point de contrôle du développement des lymphocytes iNKT murins est la 
transition qui a lieu entre les stades 2 et 3. Cette transition peut avoir lieu dans le thymus ou 
dans les organes lymphoïdes périphériques. Un facteur crucial pour cette dernière étape de 
maturation des lymphocytes iNKT est l’IL-15. En effet, la signalisation de l’IL-15, via la 
fixation à son récepteur spécifique CD122, est responsable de l’activation de T-bet et de 
l’acquisition du marqueur NK1.1 et de la capacité à produire l’IFN-γ [59, 60]. De plus, bien 
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que l’IL-7 puisse favoriser la survie des lymphocytes iNKT thymiques in vitro et in vivo, c’est 
encore l’IL-15 qui est nécessaire à la prolifération homéostatique des lymphocytes iNKT 
matures dans les organes lymphoïdes périphériques [61]. La reconnaissance, en périphérie, 
d’un ligand glycolipidique endogène présenté à la surface de cellules CD1d+, est aussi un 
élément déterminant dans la transition du stade 2 au stade 3. En effet, l’absence 
d’expression de CD1d en périphérie est associée à une accumulation de lymphocytes iNKT 
NK1.1- dans les organes lymphoïdes périphériques [62]. Cependant, l’interaction des 
lymphocytes iNKT matures avec des cellules périphériques CD1d+ n’est absolument pas 
requise pour leur prolifération homéostatique et leur survie [61, 63]. Enfin, bien que la grande 
majorité des lymphocytes iNKT récemment exportés du thymus passe du stade 2 au stade 3, 
une partie des lymphocytes iNKT NK1.1- des organes lymphoïdes périphériques représente 
des cellules matures, au phénotype stable [64]. Ces lymphocytes iNKT NK1.1- sont 
notamment retrouvés abondamment dans les ganglions lymphatiques, où ils représentent 
jusqu’à 80% des lymphocytes iNKT totaux de ces organes [65].    
1.2.3. Activation des lymphocytes iNKT 
 Les lymphocytes iNKT, comme tout lymphocyte T, sont susceptibles d’être activés 
quand leur TCR reconnaît un antigène agoniste présenté dans le contexte d’une molécule 
présentatrice d’antigène, ici un glycolipide présenté par CD1d. On distingue deux modes 
d’activation des lymphocytes iNKT selon la provenance des glycolipides reconnus par le 
TCR [58, 66] (Figure 5). Dans le mode direct, les glycolipides agonistes du TCR semi-
invariant sont exogènes, et proviennent donc de la dégradation des membranes de 
pathogènes dans les phagolysosomes des cellules présentatrices d’antigène. C’est ainsi le 
mode d’activation principal des lymphocytes iNKT en réponse à l’infection par les bactéries 
Sphingomonas ou Borrelia, dont les membranes contiennent des glycolipides agonistes des 
lymphocytes iNKT. Mais de nombreuses bactéries et autres pathogènes ne possèdent pas 
de glycolipides agonistes du TCR des lymphocytes iNKT, mais sont capables de déclencher 
l’activation de ces cellules par un mécanisme dépendant de l’expression de CD1d dans les 
cellules présentatrices d’antigène. Dans ce mode d’activation, dit indirect, l’activation des 
cellules présentatrices d’antigènes par les récepteurs TLR spécifiques des pathogènes induit 
leur activation. Ces cellules activées présentent à leur surface des glycolipides endogènes 
dans le contexte de CD1d et produisent des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-12 et 
l’IL-18 [67]. Les lymphocytes iNKT sont alors activés par la combinaison des lipides 
endogènes et du milieu cytokinique pro-inflammatoire. La nature des glycolipides endogènes 
présentés par les cellules présentatrices d’antigènes pour le mode d’activation indirect est 
encore imprécise. Comme pour la sélection positive dans le thymus, iGb3 est un bon 
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candidat mais n’est sans doute pas le seul lipide impliqué [28]. Une étude récente a apporté 
des détails cruciaux concernant les mécanismes précis de ce mode d’activation des 
lymphocytes iNKT : l’activation des cellules dendritiques par des microbes, via les récepteurs 
TLR2 et TLR4, induit l’inhibition de l’enzyme alpha-galactosidase A, normalement chargée 
de dégrader les glycosphingolipides dans ces cellules ; l’accumulation lysosomale de 
glycosphingolipides endogènes qui résulte de cette inhibition induit une surprésentation de 
ces molécules par CD1d à la membrane cellulaire et active les lymphocytes iNKT [68]. 
 
 
Figure 5. Modes d’activation direct et indirect des lymphocytes iNKT 
 
Récemment, des études d’imagerie intravitale par microscopie bi-photonique ont 
permis de mettre en évidence les processus dynamiques qui ont lieu à l’échelle cellulaire lors 
de l’activation des lymphocytes iNKT. Dans le foie, organe particulièrement riche en 
lymphocytes iNKT (plus de 30% des lymphocytes Tαβ hépatiques murins sont des 
lymphocytes iNKT), les lymphocytes iNKT patrouillent le long des sinusoïdes vasculaires à 
une vitesse de l’ordre de 10-20 µm.min-1 [69]. L’activation par le TCR, après injection d’α-
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GalCer ou de bactéries Borrelia vivantes, induit rapidement l’arrêt des lymphocytes iNKT 
nécessaire à, et déclenchée par, leur activation optimale [69, 70]. Dans le cas de la réponse 
au pathogène Borrelia, ce sont les cellules de Kuppfer qui ingèrent la bactérie et activent les 
lymphocytes iNKT via l’expression surfacique de complexes CD1d/glycolipides bactériens 
[70]. Un rôle clé de cellules macrophagiques dans la présentation des glycolipides aux 
lymphocytes iNKT in vivo a aussi été observé dans les ganglions lymphatiques. Ainsi, 
l’injection sous-cutanée de microbilles de latex recouvertes d’α-GalCer induit, dans le 
ganglion drainant, l’activation des lymphocytes iNKT par des macrophages sous-capsulaires 
ayant phagocyté les particules. Les lymphocytes iNKT, qui patrouillaient dans la zone T du 
ganglion avec le même comportement que les lymphocytes T conventionnels, reçoivent là 
aussi un signal « stop » et s’activent en engageant des interactions longues avec les 
macrophages CD1d+ présentant l’antigène [71]. Ces études in vivo montrent que le 
comportement dynamique des lymphocytes iNKT avant et pendant l’activation est semblable 
à celui des lymphocytes T conventionnels. Une différence majeure semble pourtant être le 
type de cellules leur présentant l’antigène : les lymphocytes iNKT sont facilement activés par 
des cellules de type macrophagiques (cellules de Kuppfer, macrophages sous-capsulaires). 
Cette observation est en accord avec le fait que, de part leur phénotype de lymphocytes T 
mémoire activé, les lymphocytes iNKT ne dépendent pas ou peu d’un signal de costimulation 
(engagement du CD28 par exemple) pour leur activation initiale [24, 72]. 
Après l’activation par le TCR, les lymphocytes iNKT réagissent systématiquement en 
produisant rapidement des quantités importantes de cytokines. La plupart des lymphocytes 
iNKT sont capables de produire à la fois des cytokines de type TH1 (IFN-γ, TNF-α) et TH2 (IL-
4, IL-5, IL-13) ainsi que d’autres cytokines bien caractérisées comme l’IL-2 et le GM-CSF 
[58]. A la suite de cette phase de production de cytokines, les lymphocytes iNKT activés 
perdent l’expression surfacique du marqueur NK1.1 et du TCR semi-invariant et deviennent 
ainsi indétectables par les méthodes classiques de cytométrie (environ 12-24H post-
activation) [72, 73]. Une phase d’expansion proliférative des lymphocytes iNKT débute alors 
au cours de laquelle les lymphocytes iNKT recouvrent l’expression membranaire du TCR 
semi-invariant, mais pas de NK1.1, et deviennent ainsi à nouveau détectables par 
cytométrie. Cette prolifération atteint son maximum environ 3 jours après activation, où les 
lymphocytes iNKT peuvent représenter jusqu’à 10% des lymphocytes T de la rate, puis 
décroît progressivement jusqu’à ce que la population de lymphocytes iNKT retrouve son 
nombre initial environ 7-10 jours après activation [72, 73]. Suit alors une longue période 
réfractaire pendant laquelle les lymphocytes iNKT ne répondent pas ou peu à une nouvelle 
activation par le TCR [72]. Cette phase d’anergie est dépendante de l’expression de PD-1 à 
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la surface des lymphocytes iNKT activés (qui persiste à leur surface plus de 30 jours après 
l’activation initiale) et de ses ligands PD-L1 et PD-L2 à la surface des cellules présentatrices 
d’antigènes [74-76]. 
1.2.4. Diversité fonctionnelle des lymphocytes iNKT  
Les lymphocytes iNKT sont, dans leur ensemble, capables de sécréter une très 
grande variété de cytokines après activation. Le découpage des lymphocytes iNKT en sous-
populations selon leur expression du corécepteur CD4 ou du récepteur NK1.1 a permis de 
mettre en évidence une grande diversité fonctionnelle des lymphocytes iNKT associée à leur 
phénotype de surface [77]. On connaissait déjà chez l’homme la dichotomie entre 
lymphocytes iNKT CD4+, capables de produire à la fois des cytokines TH1 et TH2, et les 
lymphocytes iNKT DN au profil strictement TH1 [78, 79]. Bien que cette séparation ne soit 
pas applicable aux lymphocytes iNKT murins, l’intégration du marqueur NK1.1 pour 
discriminer les sous-types de lymphocytes iNKT apporte une précision supplémentaire : de 
manière générale, les lymphocytes iNKT NK1.1- produisent moins de cytokines TH1 et plus 
de cytokines TH2 que les lymphocytes iNKT NK1.1
+ [40, 77]. De plus, des ligands 
synthétiques dérivés de l’α-GalCer sont capables d’induire des réponses biaisées vers la 
production de cytokines TH1 (C-glycoside) ou TH2 (OCH) [24, 80]. La production de 
cytokines, si importante pour l’activité immunomodulatrice des lymphocytes iNKT, est donc 
sujette à de multiples régulations impliquant le sous-type de lymphocytes iNKT activé, le 
ligand activant ces cellules, mais aussi la cellule présentatrice d’antigène et l’environnement 
cytokinique. 
Les lymphocytes iNKT possèdent également des propriétés de cytotoxicité, en 
particulier quand ils sont activés par l’IL-12 et/ou l’α-GalCer [81, 82]. Les modalités 
fonctionnelles de cette cytotoxicité naturelle des lymphocytes iNKT, tout comme sa 
spécificité antigénique, sont assez mal caractérisées. Cependant une étude récente a 
montré que la cytotoxicité dépendante de l’engagement du TCR des lymphocytes iNKT par 
leur cible présentant un complexe glycolipide/CD1d est dépendante de l’expression du ligand 
de mort FasL sur les lymphocytes iNKT activés [83]. De plus, l’activation des lymphocytes 
iNKT humains par le ligand α-GalCer ou la cytokine pro-inflammatoire IL-12 induisent une 
expression accrue de perforine et leur cytotoxicité non-spécifique envers les cellules 
tumorales in vitro [79]. 
En outre, les lymphocytes iNKT sont capables d’influencer les réponses immunitaires 
par leur expression de molécules de costimulation après activation. Ainsi, l’activation des 
lymphocytes iNKT par le ligand α-GalCer induit leur expression rapide de CD40L qui à son 
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tour est responsable de la maturation et l’activation des cellules denditiques et des 
lymphocytes B respectivement [25]. Ainsi, les lymphocytes iNKT participent à l’activation 
optimale des lymphocytes B lors des réponses primaire et mémoire [84] et les ligands 
agonistes de ces cellules représentent des candidats intéressants pour le développement de 
nouveaux adjuvants. De plus, l’expression d’OX40 par les lymphocytes iNKT activés induit 
l’activation des cellules dendritiques plasmacytoïdes exprimant OX40L et leur production 
massive d’IFN-α pendant les réponses antivirales [85].  
Les lymphocytes iNKT exhibent donc un large panel de fonctions 
immunomodulatrices dépendantes de leur production de cytokines et de leur expression de 
molécules cytotoxiques et costimulatrices. Ces fonctions sont la base de l’action des 
lymphocytes iNKT à l’interface entre immunité innée et immunité adaptative et de leur rôle 
dans la physiopathologie de plusieurs maladies. 
1.2.5. Rôle des lymphocytes iNKT en physiopathologie 
Les lymphocytes iNKT jouent un rôle crucial dans le contrôle de la progression 
tumorale et de la formation de métastase dans plusieurs modèles de tumeurs murins [23]. 
L’effet anti-tumoral des lymphocytes iNKT repose sur leur capacité à produire de grandes 
quantités d’IFN-γ pour activer les lymphocytes NK, les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ 
ainsi que les cellules dendritiques productrices d’IL-12. Ainsi, l’α-GalCer a un effet drastique 
sur la formation de métastases hépatiques et pulmonaires dans le modèle de mélanome B16 
chez la souris [81, 82]. Les lymphocytes iNKT peuvent aussi directement tuer les cellules 
tumorales par leurs propriétés de cytotoxicité naturelle. Les lymphocytes NKT de type 2 
jouent par contre un rôle tolérogène favorisant la progression tumorale [23]. Des essais 
cliniques ont été entrepris chez les patients atteints de cancer solides à stade avancé testant 
l’injection d’α-GalCer ou de cellules dendritiques pulsées par α-GalCer pour promouvoir 
l’immunité anti-tumorale [86-88]. Même si une réponse biologique a pu être mesurée dans 
plusieurs de ces essais, le bénéfice clinique pour les patients n’a pas encore été clairement 
montré. Les lymphocytes iNKT restent une cible privilégiée des stratégies d’immunothérapie 
des cancers. 
De part leur capacité à reconnaître des glycolipides bactériens ou à être activés 
indirectement par les cellules dendritiques et les macrophages lors d’infections bactériennes 
ou virales, les lymphocytes iNKT sont des sentinelles de première ligne dans la défense 
contre de nombreux microbes. Les lymphocytes iNKT sont impliqués dans l’élimination 
naturelle de bactéries comme Sphingomonas [26, 28], Borrelia [27, 70], ou Mycobacterium 
[67], et le traitement de souris infectées par α-GalCer accélère et renforce la réponse 
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immunitaire contre ces bactéries et d’autres comme Listeria [89, 90]. De plus, les 
lymphocytes iNKT jouent un rôle important dans la réponse aux infections virales dans des 
modèles murins d’infection par LCMV ou Influenza [85, 91]. Chez l’homme, des mutations 
génétiques responsables de déficiences sévères en lymphocytes iNKT (mutations de SAP, 
XIAP ou ITK) sont associées à des infections persistantes par le virus EBV [38, 39, 92, 93]. 
Enfin, les individus subissant des infections chroniques par des rétrovirus comme HIV-I et 
HTLV-I présentent quant à eux un déficit fonctionnel des lymphocytes iNKT [94, 95]. Ces 
éléments montrent bien le rôle crucial des lymphocytes iNKT dans les réponses antivirales. 
Si le versant TH1 des lymphocytes iNKT est important pour lutter contre les cancers et 
les infections microbiennes décrites ci-avant, leur versant TH2 joue un rôle délétère dans les 
maladies allergiques, notamment l’asthme. Dans les modèles murins de cette maladie, la 
production d’IL-4 et d’IL-13 par les lymphocytes iNKT activés dans les poumons contribue 
grandement à l’infiltration des éosinophiles et des lymphocytes TH2, ainsi qu’à 
l’épaississement du mucus des voies respiratoires, caractéristiques fondamentales de la 
physiopathologie de l’asthme [96, 97]. Bien que ces observations soient encore 
controversées, plusieurs études ont rapporté chez l’homme une corrélation entre la sévérité 
de l’asthme dont souffrent les patients et le nombre de lymphocytes iNKT infiltrant leurs 
voies respiratoires (recueillis dans les crachats ou dans les lavages bronchoalvéolaires) [98-
100]. Dans les modèles murins, l’activation des lymphocytes iNKT par α-GalCer pendant le 
protocole de sensibilisation à l’allergène atténue la réponse asthmatique [101], alors que 
l’instillation nasale de cet agoniste des lymphocytes iNKT dans des animaux naïfs 
déclenche, en 24H, des symptômes biologiques caractéristiques de l’asthme [102]. Ces 
observations démontrent combien la dualité TH1/TH2 des lymphocytes iNKT peut être 
exploitée différentiellement pour promouvoir ou atténuer des réponses immunitaires 
inflammatoires associées à des cytokines TH2. 
Les lymphocytes iNKT jouent un rôle immunorégulateur dans plusieurs modèles 
d’auto-immunité. La souche de souris NOD (« non-obese diabetic ») développe 
spontanément un diabète de type 1 avec l’âge. Or, ces souris ont un déficit numéraire et 
fonctionnel en lymphocytes iNKT d’origine génétique [103, 104]. Mais l’activation chronique 
des lymphocytes iNKT par l’injection répétée d’α-GalCer permet d’inhiber le développement 
de la pathologie diabétique auto-immune dans ces souris [105, 106]. Dans d’autres modèles 
de cette pathologie, les lymphocytes iNKT, sans traitement par des ligands exogènes, sont 
capables d’inhiber la différenciation des lymphocytes T CD4+ autoréactifs [107, 108]. Dans 
les modèles murins de la maladie du greffon contre l’hôte (« graft-versus-host disease », ou 
GVHD), principale complication mortelle de la greffe de cellules souches hématopoïétiques 
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allogéniques, les lymphocytes iNKT du receveur et de l’hôte jouent un rôle immuno-
régulateur bénéfique [109]. Ce rôle immuno-régulateur est d’autant plus intéressant qu’il 
semble spécifique de la GVHD et ne s’accompagne pas d’une diminution de l’efficacité anti-
tumorale du traitement [109, 110]. Toutefois, l’activation exogène des lymphocytes iNKT par 
α-GalCer [111], ou endogène par les cellules dendritiques de l’hôte activées par un 
traitement au G-CSF après irradiation [112], induisent une exacerbation de la GVHD. Ces 
résultats contrastés soulignent encore que la puissance immunorégulatrice des lymphocytes 
iNKT est difficile à manipuler de part la dualité de leur profil de sécrétion de cytokines (TH1 vs 
TH2). 
1.2.6. Lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 
L’IL-17 (autrement appelée IL-17A) est une cytokine pro-inflammatoire impliquée 
dans l’inflammation auto-immune, les réponses immunitaires protectrices contre les 
pathogènes extracellulaires et l’étanchéité des barrières épithéliales. Cette cytokine, clonée 
pour la première fois en 1993, a suscité un vif intérêt chez les immunologistes puisque sa 
production par les lymphocytes T CD4+ définit un nouveau lignage fonctionnel distinct des 
traditionnels TH1 et TH2, les lymphocytes TH17. Si les lymphocytes TH17 sont une source  
importante d’IL-17 lors des réponses immunitaires, la différenciation de lymphocytes T naïfs 
en lymphocyte TH17 prend plusieurs jours, et des sources innées de cette cytokine doivent 
exister pour produire l’IL-17 dans les premières heures d’une réponse immunitaire. Parmi 
ces cellules de l’immunité innée capables de produire rapidement l’IL-17 après stimulation, 
on distingue les lymphocytes Tγδ, les lymphocytes NK, les cellules « LTi-like » (pour 
« lymphoid tisue inducing »), les cellules de Paneth, les neutrophiles, et les lymphocytes 
iNKT [113]. 
La découverte d’une population de lymphocytes iNKT spécialisée dans la production 
d’IL-17 est récente (2007), bien qu’un travail effectué en 1996 avait montré que les 
thymocytes TCRαβ+ CD4- CD8- (fraction fortement enrichie en lymphocytes iNKT) étaient les 
principales cellules exprimant l’IL-17 après activation chez la souris [114]. Plusieurs études 
ont convergé dans la description d’un sous-type de lymphocytes iNKT portant le phénotype 
CD4- NK1.1-, exprimant le récepteur de l’IL-23 et le facteur de transcription ROR-γt (deux 
traits caractéristiques des lymphocytes TH17) et produisant l’IL-17 mais pas l’IFN-γ après 
activation [65, 77, 115-119]. La sécrétion d’IL-17 peut-être déclenchée après engagement du 
TCR semi-invariant par des complexes CD1d/glycolipide ou après stimulation par l’IL-23 
[115, 116, 119]. Le développement des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 semble suivre 
une voie distincte des lymphocytes iNKT classiques divergeant à partir du stade 0 ou du 
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stade 1 : les précurseurs iNKT de stade 1 qui expriment ROR-γt se différencient en 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 exclusivement, alors que les précurseurs iNKT du 
stade 1 ROR-γt- ne donnent que des lymphocytes iNKT classiques [117]. 
Le rôle physiologique spécifique des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 est 
encore peu connu. Ces cellules sont impliquées dans le recrutement de neutrophiles dans 
les poumons et participent ainsi à l’hyperréactivité bronchique induite par certains produits 
bactériens ou l’ozone [118-120]. Dans la peau et les ganglions lymphatiques drainant, les 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 sont activés dans des conditions inflammatoires et 
pourraient jouer un rôle important dans le maintient de cette inflammation locale [65]. Enfin, 
on retrouve des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 dans les articulations de souris 
soumises à un modèle d’arthrite auto-immune, où ces cellules sont en partie responsables 
de l’inflammation locale [121]. 
Outre les fonctions de ces cellules, plusieurs questions fondamentales restent 
ouvertes à propos des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 : (i) Si la production d’IL-17 et 
d’IFN-γ par les lymphocytes iNKT sont mutuellement exclusives, les lymphocytes iNKT 
producteurs d’IL-17 sont-ils capables de produire aussi l’IL-4 ? (ii) Le phénotype NK1.1- des 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 en périphérie traduit-il leur origine thymique récente ?  
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1.3. La neuropiline-1 et ses ligands 
1.3.1. Neuropiline-1 : gène, protéine, isoformes, homologue 
La neuropiline-1 (Nrp-1) est une protéine à un domaine transmembranaire présente 
chez les vertébrés. Chez l’homme, le gène NRP1 se situe sur le chromosome 10 (position 
10p12), alors que chez la souris, il est localisé sur le chromosome 8. Le gène NRP1 contient 
17 exons et englobe une région d’environ 150 kb. Le produit de traduction de l’ARNm le plus 
long de NRP1 est une protéine de 923 a.a. (poids moléculaire apparent de 130 kDa), mais 
des épissages alternatifs peuvent générer des isoformes plus courtes de Nrp-1 de taille 
allant de 551 à 704 a.a [122-124]. Par défaut, le terme Nrp-1 désignera l’isoforme complète 
de Nrp-1 dans le reste de ce manuscrit. 
Un schéma de la protéine Nrp-1 et ses différents domaines structurels est donné en 
Figure 6. La protéine Nrp-1 est divisée en un domaine extracellulaire de 840 a.a. environ, un 
court domaine transmembranaire d’une longueur d’environ 25 a.a., et d’une courte queue 
intracytoplasmique d’environ 40 a.a. en position C-terminale [125]. Par homologie avec 
d’autres protéines, on distingue plusieurs domaines structurels dans la partie extracellulaire 
de Nrp-1. En partant de l’extrémité  N-terminale, deux domaines d’homologie avec les 
protéines du complément C1r et C1s (domaines a1 et a2), puis deux domaines d’homologie 
avec les facteurs de coagulation V et VII (domaines b1 et b2), précèdent un domaine 
« MAM » (méprine, A5, µ-phosphatase) (domaine c) [126]. Hormis les trois acides aminés 
SEA en position C-terminale, la partie intracytoplasmique de Nrp-1 n’a pas d’homologie 
particulière avec d’autres protéines connues. Ces différents domaines d’homologie ont des 
fonctions variées dans la signalisation dépendante de Nrp-1. Les régions a1 et a2 sont les 
principales zones d’interaction avec les ligands de la famille des sémaphorines de classe 3 
(Sema3) et en particulier de Sema3A. La fixation de Sema3A sur Nrp-1 met aussi en jeu une 
partie du domaine b1. Les régions b1 et b2 servent à la fixation des ligands de la famille du 
facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF) et en particulier de VEGF165 [127]. 
Le domaine c est impliqué dans la dimérisation de Nrp-1 à la surface des cellules, tout 
comme la séquence peptidique GXXXGXXXG (GVLLGAVCG) du domaine 
transmembranaire [128]. La majeure partie du domaine intracytoplasmique de Nrp-1 n’a pas 
d’activité de signalisation ou d’interaction connue. Seuls les trois derniers acides aminés 
SEA peuvent servir de plateforme pour la fixation de protéines intracellulaires à domaine 
PDZ (PSD-95, DIga, oz-1) [129]. Les isoformes courtes de Nrp-1 sont tronquées de la partie 
C-terminale sur une longueur plus ou moins grande et ne possèdent donc ni le domaine c, ni 
les domaines intracytoplasmique et transmembranaire. Ces isoformes sont donc solubles et 
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peuvent ainsi jouer le rôle de « dominant négatif » en piégeant les ligands de Nrp-1 dans le 
milieu extracellulaire [124]. 
 
Figure 6. Schéma des différents domaines structurels et fonctionnels de la protéine Nrp-1 
 
Il existe une protéine analogue à Nrp-1, nommée neuropiline-2 (Nrp-2), qui partage 
44% d’homologie de séquence au niveau protéique. Nrp-2 est organisée de la même façon 
que Nrp-1 en domaines a1, a2, b1, b2, c, transmembranaire et intracellulaire [125]. Nrp-2 
peut aussi interagir avec des ligands des familles Sema3 et VEGF, mais n’est souvent pas 
exprimé sur les mêmes types cellulaires et ne participe donc pas aux mêmes fonctions. Tout 
comme le gène NRP1, le gène NRP2 contient 17 exons et l’ARNm peut être épissé de 
manière alternative et donner naissance à des isoformes plus courtes de Nrp-2 [123].  Les 
fonctions biologiques dépendantes de Nrp-2 sont en général différentes de celles 
dépendantes de Nrp-1. En particulier, ces deux protéines ont des affinités différentes pour 
les ligands des familles Sema3 et VEGF et ne sont souvent pas exprimées sur les mêmes 
types cellulaires. 
 
1.3.2. Ligands principaux de Nrp-1 : Sema3A et VEGF165 
Nrp-1 a d’abord été identifiée comme la cible d’un anticorps monoclonal, A5, 
exprimée en particulier dans les neuropiles (zones du cerveau riches en connexions 
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synaptiques, axones et dendrites) de certaines régions spécifiques du système nerveux 
central du xénope [126, 130]. Une dizaine d’années plus tard, en 1997, deux études ont 
montré que Nrp-1 était le récepteur spécifique de la protéine Sema3A, un facteur 
chimiorépulsif impliqué dans le guidage axonal pendant le développement du système 
nerveux [131, 132]. Un an plus tard, une étude a montré que Nrp-1 était exprimé sur les 
cellules endothéliales et les cellules tumorales et jouait le rôle de récepteur spécifique du 
facteur angiogénique VEGF165 [133]. Bien que d’autres ligands de Nrp-1, appartenant ou non 
aux mêmes familles, ont ensuite été découverts, Sema3A et VEGF165 sont de loin les 
protéines dont les effets sur les cellules exprimant Nrp-1 ont été les plus étudiés. 
Les sémaphorines sont une famille de protéines solubles et transmembranaires 
retrouvées chez les invertébrés, les virus et les vertébrés, mais absentes chez les plantes. 
On distingue 8 classes de sémaphorines : la classe V (sémaphorines virales), les classes 1 
et 2 (chez les invertébrés), et les classes 3 à 7 (chez les vertébrés). Les sémaphorines de 
classe 3 (Sema3) sont des protéines solubles d’environ 90 kD contenant un domaine 
structurel commun à toutes les sémaphorines (domaine Sema) en position N-terminale, ainsi 
qu’un domaine de type immunoglobuline, et une région basique en position C-terminale. On 
compte 7 membres dans cette famille de sémaphorines (Sema3A-G). Parmi ces membres, 
Sema3A, Sema3B, Sema3C, Sema3E et Sema3F se fixent à Nrp-1, alors que Sema3B, 
Sema3C, Sema3F et Sema3G se fixent à Nrp-2. Les affinités avec lesquelles ces différentes 
Sema3 se fixent à Nrp-1 et Nrp-2 sont variables. Les couples ligand/récepteur les plus 
étudiés dans ce système sont Sema3A/Nrp-1 et Sema3F/Nrp-2 [125]. Le domaine Sema de 
Sema3A se fixe aux domaines a1 et a2 de Nrp-1, alors que la queue C-terminale basique de 
Sema3A interagit avec le domaine b1 [134]. Le domaine immunoglobuline et la queue 
basique de Sema3A sont aussi impliqués dans la formation d’homodimères de Sema3A, 
forme sous laquelle ce ligand est efficace pour induire ses effets sur les cellules Nrp-1+ [135]. 
Comme indiqué précédemment, Nrp-1 ne possède pas, dans sa partie 
intracytoplasmique, de domaine fonctionnel capable de transduction d’un signal. Les effets 
des ligands de Nrp-1 dépendent donc de la formation de complexes avec des corécepteurs 
capables, eux, de transmettre un signal intracellulaire. Dans le cas des Sema3, les 
corécepteurs impliqués dans la signalisation appartiennent à la famille des plexines. On 
compte 9 plexines distribuées en 4 familles (PlexinA-D). Les plexines impliquées dans la 
signalisation des Sema3 sont principalement les PlexinA, dont on compte 4 membres 
(PlexinA1-4) [136]. Les plexines sont de grandes protéines transmembranaires dont la partie 
extracellulaire contient  un domaine Sema, 2 ou 3 motifs riche en cystéines (motifs MRS 
« Met related sequence ») et 3 ou 4 motifs de type immunoglobuline (motifs IPT). La partie 
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intracellulaire des plexines contient deux domaines fonctionnels conservés, homologues à 
des protéines à activité Ras GAP (« GTPase-activating protein ») [125, 135]. L’holorécepteur 
responsable de la signalisation de Sema3A est formé de 2 molécules Sema3A, 2 molécules 
Nrp-1 et 2 molécules PlexinA (Figure 7) [125, 134, 135]. La signalisation induite par la 
formation de ce complexe résulte en l’activation de petites protéines des familles Rho, Ras et 
Rac, en l’activation de GSK3α/β, puis en des modifications du cytosquelette d’actine et de 
tubuline [135]. Dans la majorité des cas, cette signalisation a pour effet de diminuer 
localement la polymérisation d’actine et des microtubules et par conséquent d’induire le 
« collapsus » cellulaire ou le changement de direction de cellules ou prolongements 
cellulaires motiles (chimiorépulsion). Cependant, en cas de concentration intracellulaire en 
second messager GMPc élevée, l’effet de Sema3A sur les cellules Nrp-1+ est pro-migratoire 
et attractif [137, 138]. 
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Figure 7. Complexe récepteur de Sema3A : holorécepteur Sema3A/Nrp-1/PlexinA 
 
Les protéines de la famille du VEGF (« vascular endothelial growth factor ») comptent 
5 membres : VEGF-A-D et PlGF (« placental growth factor »). Ces protéines sont toutes 
impliquées dans la vasculogénèse (formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de 
cellules souches hématopoïétiques) et dans l’angiogénèse (bourgeonnement de nouveaux 
vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants) pendant le développement 
embryonnaire et à l’âge adulte. Le membre le plus abondamment retrouvé, et étudié, est le 
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VEGF-A, souvent appelé simplement VEGF. L’épissage alternatif du gène du VEGF donne 
naissance à différentes isofomes de tailles différentes : VEGF121, VEGF145, VEGF165, 
VEGF189, VEGF206. Les VEGF sont des homodimères anti-parallèles reliés par deux ponts 
disulfures. L’isoforme la plus abondante  et la plus active du VEGF est le VEGF165, qui se 
fixe à Nrp-1 via les segments codés par les exons 7 et 8 [133]. Bien qu’il ait longtemps été 
considéré que seul l’exon 7 pouvait conférer au VEGF la capacité de lier Nrp-1, plusieurs 
études récentes ont montré que l’exon 8 conférait aussi cette propriété aux VEGF. En effet, 
le VEGF121, qui ne contient pas l’exon 7, peut se lier à Nrp-1 via l’exon 8 [139]. De même, un 
petit peptide naturel homologue à la séquence codée par l’exon 8, la tuftsine, se fixe à Nrp-1 
[140].  Les domaines b1 et b2 sont impliqués dans la fixation des différentes isoformes de 
VEGF sur Nrp-1 (Figure 8) [127]. 
 
La signalisation du VEGF sur les cellules Nrp-1+ (notamment les cellules 
endothéliales) nécessite, dans la plupart des cas, la présence du récepteur à activité tyrosine 
kinase VEGFR2 (aussi appelé KDR). Les récepteurs de cette famille (VEGFR1-3) sont des 
protéines transmembranaires contenant, dans leur partie extracellulaire, des motifs de type 
immunoglobuline, et dans la partie intracellulaire deux sous-unités à activité tyrosine kinase 
[125]. Le VEGFR2 est capable de fixer VEGF en l’absence de Nrp-1. Cependant, de 
nombreuses réponses des cellules endothéliales au VEGF nécessitent l’association de 
VEGFR2 avec Nrp-1. L’association de ces deux récepteurs renforce la signalisation 
(phosphorylation de tyrosines, activation des voies PI3K et de certaines voies MAPK) du 
VEGFR2. En particulier, l’expression de Nrp-1 est nécessaire à la migration des cellules 
endothéliales en réponse au VEGF [133, 141]. De plus, la fixation de VEGF sur Nrp-1, même 
en l’absence de VEGFR2, induit le recrutement d’une protéine à domaine PDZ, la synectine 
(aussi appelée GIPC ou NIP),  sur la queue C-terminale intracytoplasmique de Nrp-1 
(séquence SEA) [129, 142]. Cette signalisation participe aux effets de VEGF sur les cellules 
endothéliales. 
53 
 
 
Figure 8. Complexe VEGF165/Nrp-1/VEGFR2 et signalisation 
 
1.3.3. Fonctions dépendantes de Nrp-1 dans le développement embryonnaire 
L’étude du rôle de Nrp-1 dans le développement embryonnaire a été faite dans 
plusieurs modèles animaux de vertébrés : le poulet, le poisson zèbre, le xénope, la souris, le 
rat. Le rôle majeur de Nrp-1 dans le développement a notamment été caractérisé grâce à 
l’utilisation de souris transgéniques. Le Tableau 2 résume les différents modèles de souris 
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transgéniques pour le gène NRP1. Ces modèles montrent un rôle prépondérant de Nrp-1 
dans le développement des systèmes nerveux et cardiovasculaire. 
Génotype Phénotype Références 
NRP1-/- Absence de Nrp-1 dans toutes les cellules. Meurent entre 10.5 et 13.5 jours 
post coïtum. Défauts majeurs cardiovasculaires et neuronaux. 
[143, 144] 
NRP1Tg Surexpression de Nrp-1 dans toutes les cellules. Meurent au stade 
embryonnaire. Excès de capillaires sanguins, hémorragies. Défasciculation 
de fibres nerveuses. 
[145] 
NRP1Endo-/- Absence de Nrp-1 spécifiquement dans les cellules endothéliales. Meurent 
au stade embryonnaire tardif. Vasculature anormale peu ramifiée. Défauts 
cardiaques. 
[141] 
NRP1Sema-/- « Knock-in » dans le domaine a1 rendant impossible la fixation de Sema3A, 
mais pas de VEGF sur Nrp-1. Survivent à la naissance mais beaucoup de 
mortalité post-natale. Défasciculation des nerfs craniaux et spinaux. 
Connections nerveuses sensorielles aberrantes. Pas de défaut 
cardiovasculaire. 
[141] 
 
Tableau 2. Phénotype des souris génétiquement modifiées pour NRP1 
 
L’expression de Nrp-1 par différents types de neurones permet l’organisation du 
système nerveux central et périphérique grâce aux activités chimiorépulsives ou 
chimioattractives de Sema3A sur les prolongements cellulaires des neurones. De manière 
générale, les dendrites, au niveau desquelles la concentration cytosolique en GMPc est 
élevée, sont attirées par des gradients de Sema3A, alors que les axones sont repoussés par 
les sources de Sema3A. L’expression de Nrp-1 au niveau des axones est aussi nécessaire à 
la fasciculation (propriétés des axones à se regrouper en faisceaux pour former des nerfs) 
(Figure 9). Notons que le couple Sema3F/Nrp-2 joue un rôle non-redondant de celui du 
couple Sema3A/Nrp-1 dans l’organisation du système nerveux en développement. Ainsi, les 
neurones exprimant Nrp-2 et pas Nrp-1 ne sont pas sensibles à Sema3A et peuvent donc 
« coloniser » des zones où Sema3A est exprimée. Cette spécificité permet une plus grande 
complexité dans le plan d’organisation du système nerveux régulé par les interactions 
Sema3/Nrp. 
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Figure 9. Effets dépendants du couple Sema3A/Nrp-1 dans le développement du système 
nerveux 
Evolution temporelle de la croissance des prolongements cellulaires d’un neurone en réponse à 
des sources locales de Sema3A. 
 
Bien que les défauts de développement du système nerveux soient majeurs en 
l’absence de Nrp-1, ce sont les défauts de développement cardiovasculaire qui entrainent la 
mort au stade embryonnaire précoce des souris NRP1-/-. L’analyse de l’expression de Nrp-1 
et Nrp-2 dans les premiers stades de développement de l’embryon de poulet suggère que 
l’expression de Nrp-1 est spécifique des artères, alors que Nrp-2 est plutôt exprimé sur les 
veines [146]. A un stade plus tardif, cette dichotomie entre les expressions de Nrp-1 et Nrp-2 
ne distingue plus les artères et les veines, dont les cellules endothéliales n’expriment plus 
que Nrp-1. Par contre, l’expression de Nrp-2 semble être spécifique des cellules 
endothéliales lymphatiques. D’ailleurs, les souris NRP2-/-, qui sont viables, ne présentent pas 
de défauts cardiovasculaires mais ont un nombre de capillaires et de vaisseaux 
lymphatiques diminué [147]. L’analyse des embryons de souris NRP1-/- suggère un rôle 
crucial de Nrp-1 dans la migration des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, 
propriété nécessaire à l’angiogénèse embryonnaire et dépendante de l’action du VEGF 
(Figure 10). La comparaison des souris invalidées pour le gène NRP1 spécifiquement dans 
les cellules endothéliales (souche NRP1Endo-/-) avec les souris dont la protéine Nrp-1 est 
spécifiquement déficiente dans son domaine de fixation de Sema3A (souche NRP1Sema-/-) a 
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permis d’établir que les fonctions de Nrp-1 dans le développement embryonnaire dépendent 
(i) du type cellulaire exprimant Nrp-1 (neurones vs cellules endothéliales) et (ii) du ligand 
agissant sur ces cellules (Sema3A vs VEGF) [141, 148]. 
 
Figure 10. Défaut de l’angiogénèse dans les membres antérieurs des embryons de souris 
NRP1
-/-
 
Marquages immunofluorescents des cellules endothéliales vasculaires (marqueur PECAM-1) des 
membres antérieurs de souris NRP1
+/+
 et NRP1
-/-
 à 12.5 jours post coïtum. Il faut noter le faible 
nombre de ramifications des vaisseaux sanguins dans la souris NRP1
-/-
 dénotant un défaut de 
l’angiogénèse [148].  
 
Nrp-1 et son ligand Sema3A jouent aussi un rôle important dans la régulation de la 
migration des cellules issues des crêtes neurales. Ces cellules délaminent de la partie 
dorsale du tube neural (la crête neurale) lors de la formation des somites et migrent dorso-
ventralement pour se différencier en plusieurs tissus distincts (neurones du système nerveux 
périphérique, cellules de Schwann, mélanocytes). La migration des cellules issues des 
crêtes neurales, qui expriment Nrp-1, est régulée par la présence de Sema3A dans certaines 
zones des somites. Cette régulation est nécessaire notamment pour la segmentation des 
ganglions racinaires dorsaux d’où sortent les axones des nerfs sensoriels périphériques 
[149-151]. 
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1.3.4. Fonctions dépendantes de Nrp-1 dans les tissus adultes 
L’expression de Nrp-1 n’est pas restreinte aux tissus embryonnaires. Dans les tissus 
adultes, Nrp-1 et ses ligands peuvent aussi jouer des rôles importants, notamment dans le 
cas de plusieurs pathologies. 
De nombreuses cellules tumorales expriment Nrp-1 [152-157]. L’expression de Nrp-1 
dans les cancers est le plus souvent associée à un mauvais pronostic. Les cellules 
tumorales exprimant Nrp-1 répondent au VEGF ou à d’autres facteurs de croissance 
similaires, qui activent des voies de signalisation (PI3K, MAPK) favorisant la survie, la 
prolifération et la migration des cellules tumorales. De plus, Nrp-1 est aussi exprimé dans le 
microenvironnement tumoral et favorise la néoangiogénèse tumorale. Ces propriétés font de 
Nrp-1 une cible de choix pour les stratégies thérapeutiques antitumorales. Ainsi des 
anticorps bloquant spécifiquement la fixation de VEGF à Nrp-1 ont un effet additif majeur aux 
thérapies antiangiogéniques classiques (anti-VEGF) dans plusieurs modèles murins [158, 
159]. Au contraire, plusieurs Sema3 ont un rôle anti-tumoral et anti-angiogénique sur les 
tumeurs exprimant Nrp-1 [160]. Deux études ont montré que Sema3B et Sema3F peuvent 
être exprimées sous le contrôle du suppresseur de tumeur p53, et que les gènes SEMA3B et 
SEMA3F, positionnés sur des régions génomiques souvent délétées dans certains cancers, 
peuvent donc être considérés comme des gènes suppresseurs de tumeurs [161, 162]. Les 
protéines Sema3A et Sema3F sont de puissants inhibiteurs de l’angiogénèse tumorale [160, 
163, 164]. On peut donc considérer que dans les tumeurs, l’expression simultanée de Nrp-1 
et Sema3A est de bon pronostic, alors que l’expression simultanée de Nrp-1 et VEGF 
favorise l’angiogénèse et est de mauvais pronostic. 
Nrp-1 n’est presque pas exprimé sur les neurones à l’âge adulte dans les conditions 
normales. Cependant, en cas de dommages cellulaires (lésion de la moelle épinière par 
exemple), les neurones lésés expriment Nrp-1 au niveau de la lésion et il y a formation d’une 
cicatrice contenant des inhibiteurs de la croissance axonale comme Sema3A. Cette cicatrice 
empêche la régénération et la « soudure » des nerfs lésés, par un mécanisme dépendant de 
l’action chimiorépulsive de Sema3A. Les cellules de Schwann en périphérie de la cicatrice 
expriment aussi Nrp-1 et subissent aussi la répulsion due à Sema3A. Dans ces conditions, 
un inhibiteur spécifique de la fixation de Sema3A sur Nrp-1, la xanthofulvine (ou SM-
216289), permet la repousse et la myélinisation des axones au niveau de la lésion [165, 
166]. Cette stratégie représente un espoir thérapeutique majeur pour les patients accidentés 
ayant subi une lésion de la moelle épinière. 
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Une autre pathologie semble impliquer une dérégulation de l’effet chimiorépulsif de 
Sema3A sur les cellules nerveuses Nrp-1+ : la dermatite atopique. Cette maladie se 
caractérise par des lésions érythémateuses prurigineuses cutanées avec infiltrats 
inflammatoires. Plusieurs études ont montré que les lésions de patients atteints de cette 
maladie présentent un défaut de Sema3A dans l’épiderme, alors que dans la peau saine, les 
kératinocytes de l’épiderme expriment Sema3A. Cette absence de Sema3A lèverait une 
barrière chimiorépulsive dans l’épiderme et résulterait en la migration anormale de fibres 
nerveuses sensorielles et de cellules inflammatoires dans la peau, responsables des 
symptômes de la maladie [167]. Dans le modèle murin de cette maladie, l’injection de 
Sema3A recombinante dans l’épiderme diminue les symptômes [168]. Chez les patients, la 
photothérapie rétablit l’expression de Sema3A dans les kératinocytes et diminue les 
symptômes [169]. Ces études montrent donc un rôle important de l’expression de Sema3A 
dans l’homéostasie de la peau chez l’adulte par son effet répulsif sur les fibres nerveuses 
sensorielles et les cellules inflammatoires.  L’effet chimiorépulsif de Sema3A sur les cellules 
inflammatoires présage aussi de la fonction que peut avoir le couple Sema3A/Nrp-1 sur les 
cellules du système immunitaire. Cette dernière fonction sera décrite plus en détails 
ultérieurement. 
1.3.5. Nouveaux ligands de Nrp-1 
En plus des ligands classiques de Nrp-1 que sont les Sema3 et le VEGF, d’autres 
protéines interagissent avec Nrp-1. Ces nouveaux ligands de Nrp-1 ont été découverts plus 
récemment et n’ont pas fait l’objet d’études aussi approfondies que Sema3A et VEGF, mais 
les premiers résultats de ces études montrent que la diversité des ligands de Nrp-1 se traduit 
par une diversité des fonctions dépendantes de Nrp-1. 
Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF, « platelet-derived growth 
factor ») est un des ligands alternatifs de Nrp-1. Trois études ont récemment montré que la 
fixation de PDGF sur Nrp-1 augmentait la signalisation de ce facteur de croissance par son 
récepteur PDGF-R et était impliquée dans la migration et la différenciation des cellules 
souches mésenchymateuses en péricytes (cellules stromales entourant les vaisseaux 
sanguins) et autres cellules stromales [170-172]. Dans ce cas, Nrp-1 semble opérer de 
manière analogue à son rôle dans la signalisation du VEGF par le VEGFR2.  
Un autre facteur de croissance aux fonctions pléïotropes, le TGF-β1, est aussi 
capable de se fixer à Nrp-1. La fixation de la forme latente de TGF-β1 (LAP) à Nrp-1 induit 
un changement de conformation qui permet de libérer la forme active de cette molécule et 
promouvoir ainsi son activité [173]. De plus, la forme active de TGF-β1 peut aussi se lier à 
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Nrp-1 et induit alors préférentiellement la signalisation par la voie des protéines Smad2/3 et 
Smad4 [174]. Le rôle majeur du TGF-β1 dans la régulation du système immunitaire présage 
aussi de l’intérêt d’étudier l’expression de Nrp-1 dans les cellules immunitaires. 
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1.4. La neuropiline-1 et ses ligands dans le système immunitaire 
Les systèmes nerveux et immunitaire présentent des similitudes fonctionnelles et 
architecturales (voir Tableau 3). Plusieurs familles de protéines ayant une activité dans le 
développement et le fonctionnement du système nerveux se sont par la suite avérées 
nécessaires à l’organisation des réponses immunitaires. Une chimiokine comme CXCL12 
joue par exemple un rôle important dans la migration des thymocytes immatures et 
l’organisation des centres germinatifs [2, 175], et est aussi impliquée dans la migration 
dirigée de certains axones exprimant son récepteur CXCR4 [176]. Ainsi, certaines 
sémaphorines sont exprimées par les cellules du système immunitaire et joue des rôles 
spécifiques au cours des réponses immunes. Les sémaphorines immunitaires les plus 
étudiées et les mieux caractérisées sont les sémaphorines des classes 4, 6 et 7 [177, 178]. 
Ces sémaphorines, n’utilisant pas Nrp-1 comme corécepteur, sont impliquées dans 
l’activation des lymphocytes T, l’activation des lymphocytes B, l’activation des cellules 
dendritiques et des macrophages pro-inflammatoires. Bien que les fonctions des Sema3 
dans les cellules immunitaires n’aient été que récemment étudiées, plusieurs de ces 
sémaphorines, dont Sema3A, semblent impliquées dans des processus immunitaires. 
Cependant, l’expression de son récepteur Nrp-1 n’a été que peu étudiée dans les cellules du 
système immunitaire. Le chapitre suivant résume les implications de Nrp-1 dans le système 
immunitaire connues à ce jour. 
 
 Système nerveux Système immunitaire 
Dynamique Migration et contacts cellulaires entre 
neurones pendant le développement. 
Cellules immunitaires circulantes. 
Communication par contacts cellulaires et 
cytokines. 
Plasticité Formation/déformation/renforcement des 
contacts synaptiques en fonction de 
l’activité. Génération de nouveaux neurones 
à l’âge adulte.  
Renouvellement des cellules du système 
immunitaire. Le contexte moléculaire 
(cytokines, costimulation) dicte le destin des 
cellules activées. 
Mémoire Mémorisation des pensées, actes, 
sensations. Mémoire codée dans 
l’architecture du réseau neuronal. 
Mémorisation des infections rencontrées. 
Mémoire codée dans le répertoire des 
lymphocytes persistants après l’infection. 
 
Tableau 3. Analogies fonctionnelles et structurelles des systèmes nerveux et immunitaire 
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1.4.1. Expression de Nrp-1 dans les organes lymphoïdes primaires 
Le premier tissu lymphoïde où l’expression de Nrp-1 a été détectée est la moelle 
osseuse. Dans cet organe, Nrp-1 est exprimée principalement par les cellules stromales 
(fibroblastes, adipocytes) [179-181] et par les précurseurs hématopoïétiques de cellules 
endothéliales [182]. Les blastes de leucémie aigue myéloblastique peuvent aussi exprimer 
Nrp-1, ce qui représente un facteur de mauvais pronostic associé à une angiogénèse 
tumorale accrue dans la moelle osseuse [157]. La fonction de Nrp-1 dans la moelle osseuse 
est mal connue. Un des rôles décrits est celui de récepteur du VEGF important pour le 
développement des cellules endothéliales et la vascularisation de la moelle osseuse [182]. 
Cependant, son expression sur les cellules stromales de la moelle semble aussi être 
importante pour la régulation de la différenciation des différentes lignées hématopoïétiques. 
Ainsi, les adipocytes de la moelle inhibent, in vitro, la différenciation des cellules CD34+ en 
granulocytes par un mécanisme dépendant du contact cellulaire et bloqué par des anticorps 
anti-Nrp-1 [179]. De plus, le traitement de cellules stromales avec du VEGF augmente la 
production de facteurs de croissance hématopoïétiques (Flt3L, TPO) par un mécanisme 
dépendant de l’expression de Nrp-1 [181]. Ainsi, bien que les mécanismes soient encore 
obscures, l’expression de Nrp-1 dans la moelle osseuse participe à l’homéostasie de ce tissu 
hématopoïétique primaire. 
Plusieurs études montrent aussi que Nrp-1, ainsi que ses ligands Sema3 et son 
homologue Nrp-2, sont exprimés dans le thymus humain [183, 184] et murin [183, 185-188]. 
Dans le thymus humain, Nrp-1 et Sema3A sont exprimés à la fois par les thymocytes et les 
cellules épithéliales thymiques ; l’expression de Nrp-1 est notamment retrouvée in vitro au 
niveau des synapses entre thymocytes et cellules épithéliales thymiques, ce qui suggère un 
rôle de molécule d’adhésion de Nrp-1 dans ces cellules [184]. De plus, Sema3A inhibe la 
migration des thymocytes spontanée ou en réponse à un gradient de CXCL12 [184]. Ces 
expériences in vitro suggèrent donc que le couple Nrp-1/Sema3A est un régulateur important 
de la migration et de l’adhésion lors du développement des lymphocytes T humains. 
Sema3E joue aussi un rôle important dans le développement des lymphocytes T en inhibant 
l’entrée dans la medulla des thymocytes DP exprimant son récepteur PlexinD1 [187]. Bien 
que l’expression de Nrp-1 ne soit pas nécessaire pour la fixation de Sema3E sur PlexinD1, 
cette étude suggère un rôle primordial et conservé des Sema3 dans le développement des 
lymphocytes T. Corbel et al. ont analysé l’expression de Nrp-1 dans les différents stades de 
développement des thymocytes murins [188] : Nrp-1 est principalement exprimée aux stades 
DN3, DN4, ISP et DP. Par marquage en immunohistochimie, ils ont montré que Nrp-1 était 
surtout exprimée sur les thymocytes corticaux et pas au niveau de la medulla, ce qui est 
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cohérent avec les analyses d’expression de Nrp-1 sur les différents sous-types de 
thymocytes. Par ailleurs, les thymocytes en phase S du cycle cellulaire expriment fortement 
Nrp-1, alors que les thymocytes dans d’autres phases du cycle l’expriment beaucoup moins 
[185]. Ces analyses suggèrent donc que dans le thymus murin, Nrp-1 est principalement 
exprimé sur les thymocytes corticaux en phase de prolifération. Le rôle de Nrp-1 dans le 
développement des lymphocytes T murins est inconnu : l’analyse de souris déficientes pour 
NRP1 spécifiquement dans les thymocytes (croisement NRP1flox/flox x Lck-Cre) n’ont pas de 
défaut apparent de la fonction thymique et ont des nombres normaux de lymphocytes T 
matures en périphérie [188]. La seule altération mineure observée dans le thymus de ces 
souris est une dérégulation de l’expression de CD25 aux stades DN3 et DN4 dans les souris 
mutantes, ce qui suggère un rôle de Nrp-1 dans la modulation de l’expression du récepteur 
CD25. Il est cependant probable que des rôles plus complexes de Nrp-1 dans la migration, 
l’adhésion, la prolifération, et l’export des thymocytes soient passés inaperçus dans cette 
étude peu approfondie. 
1.4.2. Nrp-1 : un marqueur des lymphocytes Treg murins 
Nrp-1 a suscité un regain d’intérêt chez les immunologistes quand Bruder et al. ont 
montré que les lymphocytes Treg Foxp3+ murins expriment Nrp-1, à la différence des 
lymphocytes T conventionnels (CD25- Foxp3-) [189]. L’expression différentielle de Nrp-1 est 
directement dépendante de l’expression de Foxp3 puisque la transduction rétrovirale du 
gène FOXP3 dans des lymphocytes T conventionnels suffit à induire l’expression de Nrp-1 
dans ces cellules [189]. NRP1 fait donc partie, au même titre que CD25, CTLA4 ou GITR, de 
la signature transcriptionnelle des lymphocytes Treg Foxp3+ murins [190]. Il reste cependant 
à déterminer si Foxp3 induit l’expression de Nrp-1 en se fixant directement dans des régions 
promotrices du gène NRP1, ou si l’induction de Nrp-1 nécessite d’autres facteurs de 
transcription dont l’activité est dépendante de Foxp3. 
Deux études ont montré que Nrp-1 peut jouer des rôles dans l’effet 
immunosuppresseur des lymphocytes Treg Foxp3+. D’une part, Nrp-1 est nécessaire à 
l’établissement de contacts de longue durée entre les cellules dendritiques et les 
lymphocytes Treg spécifiques de l’antigène [191]. Ces interactions longues sont 
dépendantes de l’expression de Nrp-1 sur les cellules dendritiques et les lymphocytes Treg, 
au niveau de synapses immunologiques. Ainsi, l’expression spécifique de Nrp-1 sur les 
lymphocytes Treg murins favorise leur interaction avec les cellules dendritiques immatures 
présentant des auto-antigènes, aux dépends des lymphocytes T conventionnels spécifiques 
des mêmes antigènes mais n’exprimant pas Nrp-1 [191, 192]. D’autre part, comme je l’ai 
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décrit précédemment, Nrp-1 est potentiellement un récepteur activateur du TGF-β1 latent 
[173]. A la surface des lymphocytes Treg murins, Nrp-1 permet donc la fixation du TGF-β1 
latent, son activation et sa présentation aux lymphocytes T conventionnels en cours 
d’activation. Nrp-1 participe ainsi de l’effet immunosuppresseur des lymphocytes Treg. 
Si l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes Treg murins est bien décrite et 
fonctionnellement pertinente, il n’en est pas de même en ce qui concerne les lymphocytes 
Treg Foxp3+ humains. Plusieurs études du même groupe ont montré qu’une sous-population 
de lymphocytes Treg CD25+ Foxp3+ humains exprimant Nrp-1 est présente dans les 
ganglions lymphatiques drainant la tumeur de patientes atteintes de cancers du col de 
l’utérus [193]. Ces lymphocytes Treg Nrp-1+ sont suppreseurs in vitro et semblent émerger 
grâce aux conditions cytokiniques tolérogènes dans ces tissus [193, 194]. Cette observation 
semble être restreinte aux ganglions drainant la tumeur. En effet, une étude précédente 
[195], ainsi qu’un travail réalisé au début de ma thèse [196], montrent que les lymphocytes T 
Nrp-1+ présents dans les amygdales et les ganglions lymphatiques de patients sains 
n’expriment ni CD25, ni Foxp3. Ainsi, contrairement à ce qui est observé chez la souris, 
NRP1 ne fait pas partie de la signature transcriptionnelle de Foxp3 et son expression chez 
l’homme semble plutôt concerner des populations de cellules régulatrices induites après 
activation de lymphocytes T en présence de cytokines tolérogènes comme le TGF-β1.   
1.4.3. Nrp-1 et ses ligands dans les lymphocytes T et les cellules dendritiques 
Nrp-1 est exprimé sur les cellules dendritiques humaines et murines. Chez l’homme, 
Nrp-1 est exprimé fortement sur les cellules dendritiques plasmacytoïdes et est mieux connu 
comme le marqueur d’identification BDCA-4 [195]. Nrp-1 est induit à la surface des 
monocytes après activation [197] et est aussi présent sur les cellules dendritiques dérivées 
de monocytes in  vitro [198]. L’expression de Nrp-1 sur les cellules dendritiques joue certains 
rôles indépendants de leur activité  de cellule présentatrice d’antigène pour les lymphocytes 
T. Ainsi, le ligand Sema3A inhibe la migration des monocytes activés humains in vitro [199], 
mais l’expression de Nrp-1 et de PlexinA1 par les cellules dendritiques activées murines est 
nécessaire à la transmigration des tissus vers la circulation lymphatique en réponse à 
Sema3A sécrétée par les cellules endothéliales lymphatiques [200]. L’expression de 
PlexinA1 sur les cellules dendritiques humaines et murines est aussi impliquée dans la 
réorganisation du cytosquelette et l’activation de ces cellules lors de l’établissement de 
synapses immunologiques avec les lymphocytes T [201-203]. Enfin, il a été montré que Nrp-
1 était, avec le transporteur du glucose Glut1, un des récepteurs du virus HTLV-1 [204]. 
Ainsi, l’expression de Nrp-1 par les cellules dendritiques plasmacytoïdes leur permet de 
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répondre rapidement, par la production massive d’interférons de type 1, à une infection par 
le virus HTLV-1 in vitro [205]. 
En plus de ses rôles intrinsèques sur l’activité des cellules dendritiques, l’expression 
de Nrp-1 est impliquée dans les interactions avec les lymphocytes T et les réponses 
immunitaires initiées par les lymphocytes T en général. D’une part, Nrp-1 est exprimé au 
niveau de la synapse immunologique entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T 
humains, où elle semble impliquée dans des interactions homotypiques en trans nécessaires 
à l’initiation des réponses immunitaires [198]. L’expression de Nrp-1 au niveau de la synapse 
pourrait aussi permettre de transférer rapidement, par trogocytose, des molécules Nrp-1 de 
la membrane des cellules dendritiques à celle des lymphocytes T, et de permettre ainsi aux 
lymphocytes T activés de transporter le VEGF associé à Nrp-1 et d’augmenter la 
perméabilité vasculaire nécessaire à la transmigration vers les tissus infectés [206]. Par 
ailleurs, Sema3A, qui peut être sécrétée par les lymphocytes T activés et les cellules 
dendritiques, inhibe l’activation des lymphocytes T humains par ses effets de 
désorganisation du cytosquelette [207, 208], et sensibilise les lignées de lymphocytes T 
tumoraux à la mort induite par FasL [209]. Dans des modèles murins d’autoimmunité, les 
lymphocytes T PlexinA4-/-, Sema3A-/-, ou issus de souris « knock-in » dont la protéine Nrp-1 
est mutée et ne peut fixer Sema3A (souche NRP1Sema3A-/-), une sur-prolifération des 
lymphocytes T est observée en réponse à une activation antigénique [210]. D’après ces 
résultats, l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T est nécessaire à (i) l’établissement 
d’interactions longues entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques au sein d’une 
synapse immunologique [191, 192, 198], et à (ii) l’effet d’une boucle de régulation négative 
autocrine ou paracrine de Sema3A [207, 208, 210, 211] (Figure 11). 
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Figure 11. Principaux rôles décrits de Nrp-1 dans les réponses immunitaires impliquant les 
lymphocytes T 
Les différentes études réalisées à ce jour sur le rôle de Nrp-1 dans les lymphocytes T montrent un 
rôle de Nrp-1 comme molécule d’adhésion homotypique au niveau des synapses immunologiques 
(A), et la fonction inhibitrice de l’holorécepteur composé de Sema3A, Nrp-1 et PlexinA4 sur 
l’activation des lymphocytes T (B). 
 
Les éléments permettant l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T matures sont 
assez peu connus. En dehors du phénomène de trogocytose décrit ci-dessus, il a été décrit 
que l’activation forte et non-spécifique des lymphocytes T humains induit l’expression de 
Nrp-1 [195, 198]. De plus, l’activation de lymphocytes T humains par le TCR induit, in vitro, 
l’expression de Nrp-1 indépendamment de la présence de cellules dendritiques [196, 212]. 
Chez la souris, la majorité des études de Nrp-1 dans les lymphocytes T s’est focalisée sur 
les lymphocytes Treg Foxp3+, et les conditions d’expression de Nrp-1 ainsi que les sous-
types de lymphocytes T exprimant Nrp-1 n’ont pas été étudiés à ce jour. 
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2. Problématique  
Au tout début de ce travail de thèse, j’ai participé à une étude comparée de 
l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes Treg humains et murins. Nous avons mis en 
évidence dans ce papier que l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes Treg n’est pas 
conservée entre la souris et l’homme [196]. Par contre, les nombreuses expériences de 
phénotypage et d’activation in vitro de lymphocytes T humains et murins nous ont permis de 
remarquer que l’expression de Nrp-1 sur des lymphocytes T Foxp3- in vivo et après 
activation in vitro était une caractéristique partagée par les lymphocytes T humains et 
murins. Nous avons donc décidé d’approfondir nos connaissances sur l’expression de Nrp-1 
dans les lymphocytes T Foxp3-. 
La problématique que je me suis posée pour répondre à cet objectif a été (i) 
d’identifier et de caractériser chez la souris les lymphocytes T Foxp3- exprimant Nrp-1, et (ii) 
de comprendre l’origine de l’expression de Nrp-1 sur ces cellules et la fonction qu’elle leur 
confère. Rapidement, mes travaux ont porté sur deux sous-types de lymphocytes T 
différents : les lymphocytes iNKT et les lymphocytes Tαβ conventionnels.  
Bien que les résultats obtenus sur ces deux sous-types soient traités séparément 
dans ce manuscrit, les expériences permettant d’aboutir à ces résultats ont été menées 
parallèlement. De ce fait, les résultats obtenus et les méthodes développées pour un projet 
ont contribué à l’avancée de l’autre, et vice versa. Ce cercle vertueux m’a permis de ne pas 
m’éparpiller entre ces deux sujets et de rester focalisé sur l’objectif et la problématique de 
ma thèse.  
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3. Matériels et méthodes 
3.1. Expérimentations animales 
3.1.1. Souris 
Le modèle d’étude principalement utilisé dans ce travail est la souris femelle de 
souche C57BL/6. Pour certaines expériences de phénotypage, j’ai aussi utilisé des souris de 
souche Balb/c et NOD (« non-obese diabetic »). Les souris C57BL/6 et Balb/c provenaient 
de l’élevage JANVIER (Le-Genest-Saint-Isle, France). Les souris NOD ont été 
généreusement fournies par Agnès Lehuen (INSERM U986, Hôpital Saint-Vincent-de-Paul, 
Paris). Les lymphocytes T CD8+ OT-1, dont le TCR est spécifique du peptide dérivé de 
l’ovalbumine SIINFEKL présenté dans le contexte CMH-I H-2Kb, ont été purifiés à partir des 
ganglions lymphatiques de souris OT-1 Rag-/- sur fond C57BL/6, généreusement données 
par Philippe Bousso (INSERM U668, Institut Pasteur, Paris) et élevées dans notre 
animalerie. Les animaux étaient gardés dans notre animalerie dans les conditions de 
propreté et d’asepsie requises. Toutes les expériences sur l’animal ont été faites en accord 
avec le Comité Régional d’Ethique d’Ile de France. 
3.1.2. Préparation de suspensions cellulaires, enrichissement et tri de populations cellulaires  
Les suspensions cellulaires de thymus, rate et ganglions lymphatiques sont obtenues 
après broyat des organes dans du PBS + 2% SVF avec le piston d’une seringue de 2 ml, et 
filtration sur tamis de 40 ou 70 µm. Les érythrocytes sont éliminés des suspensions de 
splénocytes par choc hypotonique dans une solution tamponnée de chlorure d’ammonium 
(144 mM NH4Cl + 17 mM Tris dans H20, pH = 7,2) pendant 5 minutes à température 
ambiante. 
Pour préparer les lymphocytes hépatiques, les foies sont perfusés via la veine porte 
avec 10 ml de PBS froid, puis disséqués et broyés dans un tamis de 100 µm. Le filtrat est 
centrifugé 5 minutes à 600 tpm, le surnageant récupéré puis centrifugé 5 minutes à 1200 
tpm. Le culot ainsi obtenu est remis en suspension dans une solution de Percoll (Sigma-
Aldrich) à 35% (v/v) dans du RPMI1640, et centrifugé 20 minutes à 2600 tpm. Le culot est 
récupéré et les érythrocytes éliminés de la même manière que pour les splénocytes.  
Pour préparer les lymphocytes pulmonaires, les poumons sont perfusés via le 
ventricule droit avec 10 ml de PBS froid, puis disséqués, finement ciselés, et incubés 
pendant 45 minutes à 37°C dans une solution de collagénase (1 mg/ml, Sigma-Aldrich) et de 
DNAse (50 µg/ml, Roche) dans du RPMI1640. Les morceaux de poumons digérés sont alors 
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dissociés par aspiration/refoulement à l’aide d’une pipette, filtrés sur tamis de 100 µm et 
centrifugés 5 minutes à 1200 tpm. Le culot ainsi obtenu est remis en suspension dans une 
solution de Percoll à 35% (v/v) dans du RPMI1640, et centrifugé 20 minutes à 2600 tpm. Le 
culot est récupéré et les érythrocytes éliminés de la même manière que pour les 
splénocytes. 
Pour certaines analyses ou le tri par FACS de lymphocytes iNKT, j’ai procédé à 
l’enrichissement préalable de suspensions cellulaires issues du thymus, de la rate ou des 
ganglions lymphatiques en lymphocytes iNKT. Pour ce faire, les suspensions cellulaires (30-
50.106 cellules/ml dans du PBS + 2% SVF) sont incubées avec des anticorps monoclonaux 
de rat anti-CD8α (1 µg/ml, clone 53-6.7), anti-CD62L (1 µg/ml, clone MEL-14), et anti-CD19 
(1 µg/ml, clone 6D5) pendant 30 minutes à 4°C sous agitation. Les cellules sont alors lavées, 
et remises en suspension à la même concentration en présence de billes magnétiques 
recouvertes d’anticorps de chèvre anti-rat pendant 30 minutes à 4°C sous agitation. Deux 
marques de billes ont été utilisées. Les billes provenant de chez Invitrogen (Dynabeads) sont 
utilisées à une concentration de 100 µl/ml de suspension cellulaire, alors que les billes de 
chez Ademtech (Bio-Adembeads) sont utilisées à une concentration de 30 µl/ml de 
suspension cellulaire. Les tubes contenant les suspensions mixtes de cellules et de billes 
magnétiques sont alors disposées dans des aimants qui retiennent les billes magnétiques et 
les cellules qui leurs sont associées. Le surnageant récupéré ne contient plus les cellules 
CD8+ (lymphocytes T CD8+), CD62L+ (lymphocytes naïfs), et CD19+ (lymphocytes B) et est 
donc enrichi en lymphocytes iNKT. L’enrichissement de suspensions de thymocytes n’utilise 
que l’anticorps anti-CD8α. 
Les lymphocytes T CD8+ ou CD4+ polyclonaux ont été triés magnétiquement à partir 
de suspensions cellulaires de rate et de ganglions lymphatiques de souris C57BL/6 femelles 
avec l’aide de kits de la marque Invitrogen, selon le protocole conseillé. Le principe de ces 
kits repose sur l’élimination des cellules B220+, CD11b+, Ter-119+, CD16/32+, et CD4+ ou 
CD8+, respectivement, par l’utilisation d’anticorps monoclonaux et de billes magnétiques 
comme décrit précédemment. Pour certaines expériences, les lymphocytes T totaux ont été 
triés magnétiquement à partir de suspensions cellulaires de rate et de ganglions 
lymphatiques avec l’aide d’un kit de la marque Miltenyi Biotec, selon le protocole conseillé. 
Le principe de ce kit repose sur l’élimination des cellules CD11b+, CD11c+, CD19+, B220+, 
CD49b+, CD105+, CMH-II+, et Ter-119+ par l’utilisation d’anticorps monoclonaux et de billes 
magnétiques comme décrit précédemment. 
Pour obtenir les cellules dendritiques, la rate est perfusée par une solution de 
collagénase (1 mg/ml, Sigma-Aldrich) et de DNAse (50 µg/ml, Roche) dans du RPMI1640, 
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découpée en morceaux et incubée pendant 30 minutes à 37°C. Les splénocytes sont alors 
préparés comme décrit précédemment dans un tampon PBS + 2% SVF + 2 mM EDTA, puis 
les cellules dendritiques sont triées positivement à l’aide de billes magnétiques recouvertes 
d’anticorps anti-CD11c, selon le protocole conseillé par le fabriquant (CD11c Microbeads, 
Miltenyi Biotec).  
3.1.3. Injection intra-thymique de FITC 
Pour l’analyse des lymphocytes T émigrés thymiques récents (ETR), j’ai procédé au 
marquage in situ des thymocytes avec la molécule fluorescente FITC. Les souris C57BL/6 
âgées de 5 semaines étaient anesthésiées par l’injection i.p. d’un mélange de kétamine (10 
mg/kg) et de xylasine (1 mg/kg) dans 200 µl de PBS. La souris à opérer était disposée et 
maintenue sur le dos. La peau recouvrant la cage thoracique était tondue, épilée, puis 
incisée avec des ciseaux de manière à découvrir le haut du thorax. La cage thoracique était 
alors ouverte par une incision du sternum d’environ 5 mm vers le bas, et écartée à l’aide de 
pinces afin de visualiser le dessus des deux lobes thymiques. La solution de FITC (2 mg/ml 
en PBS)  était injectée à l’aide d’une seringue Hamilton de 50 µl dans les deux lobes 
thymiques, à raison de 10 µl par lobe. La blessure était alors rapidement fermée par 2 ou 3 
points de suture, et la souris mise à récupérer sur le flanc dans une cage chauffée jusqu’à 
son réveil complet. Dans ces expériences, les animaux du groupe contrôle ne subissaient 
aucune manipulation. Dans ces conditions, environ 30% des thymocytes étaient marqués 
FITC+ 24 heures après l’injection. 
3.1.4. Thymectomie 
Les souris C57BL/6 âgées de 8 semaines étaient anesthésiées, puis leur cage 
thoracique était ouverte, comme décrit précédemment. Pour procéder à l’ablation des deux 
lobes thymiques, chaque lobe était aspiré à l’aide d’un cône en plastique coupé au diamètre 
désiré (environ 1,5 mm) relié à une pompe à vide. La blessure était alors rapidement fermée 
et la souris mise à récupérer comme décrit précédemment. Dans ces expériences, les 
animaux du groupe contrôle étaient opérés de la même façon, mais le thymus n’était pas 
aspiré. Les effets de la thymectomie sur la distribution des sous-types de lymphocytes dans 
les organes lymphoïdes ont été analysés après 4 semaines. Au moment du sacrifice, je 
vérifiais que les animaux ayant subi une thymectomie n’avaient aucun reliquat de tissu 
thymique ; si je trouvais des restes, l’animal n’était pas analysé.  
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3.1.5. Activation des lymphocytes iNKT in vivo  
L’analyse du phénotype des lymphocytes iNKT activés in vivo (expression de Nrp-1 
et CD69 en surface) était réalisée après injection i.p. de 2 µg de l’agoniste α-GalCer dans 
200 µl de PBS.  
L’analyse de la production rapide de cytokines par les lymphocytes iNKT activés in 
vivo était réalisée après injection i.p. de 250 µg de l’inhibiteur du transport des protéines 
brefeldine A dans 200 µl de PBS, puis 30 minutes après de 2 µg d’α-GalCer dans 200 µl de 
PBS. Les souris étaient sacrifiées 2H après la deuxième injection. 
3.1.6. Incorporation de BrdU 
L’analyse des thymocytes en prolifération était réalisée après injection i.p. de 2 mg de 
BrdU dans 200 µl de PBS. Les souris étaient sacrifiées une heure après l’injection pour 
analyser l’incorporation de BrdU dans l’ADN des thymocytes par cytométrie de flux. 
Pour l’analyse de la prolifération homéostatique des lymphocytes iNKT, les souris 
recevaient une injection i.p. de 2 mg de BrdU dans 200 µl de PBS, puis durant 5 jours, leur 
eau de boisson était supplémentée avec du BrdU à 0,8 mg/ml. Les souris étaient alors 
sacrifiées pour analyser l’incorporation de BrdU dans l’ADN des lymphocytes iNKT par 
cytométrie de flux.   
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3.2. Culture cellulaire 
3.2.1. Milieu de culture, drogues, protéines recombinantes 
Le milieu de culture utilisé pour les lymphocytes T et iNKT murins était du RPMI1640 
supplémenté avec 10% (v/v) SVF, 10 mM HEPES, 50 µM 2-mercaptoethanol, 2 mM L-
glutamine, 100 U/ml pénicilline et 100 µg/ml streptomycine. Afin d’éviter les contaminations, 
le milieu était filtré (0,45 µm) et les suspensions cellulaires préparées sous une hotte à flux 
horizontal. Toutes les cultures in vitro étaient incubées dans une atmosphère humide, 
maintenue à 37°C avec 5% de C02. 
Les protéines recombinantes suivantes ont été utilisées in vitro aux concentrations 
indiquées : IL-2 recombinante humaine (5-10 U/ml, Roche), IL-7 recombinante humaine (20 
ng/ml, R&D Systems), IL-15 recombinante humaine (20 ng/ml, R&D Systems, TGF-β1 
recombinant humain (5 ng/ml, R&D Systems), Sema3A-Fc recombinante humaine (200 
ng/ml, R&D Systems), anticorps polyclonal anti-Nrp-1 bloquant (10 µg/ml, R&D Systems). 
Les drogues activatrices et inhibitrices suivantes ont été utilisées in vitro aux 
concentrations indiquées : ciclosporine A (CsA, 10-100 ng/ml, Novartis Pharma), ionomycine 
(1 µM, Sigma-Aldrich), α-GalCer (100 ng/ml, Alexis Biochemicals), phorbol-12-myristate-13-
acétate (PMA, 10 nM, Sigma-Aldrich), SB-203580 (1-10 µM, Merck Chemicals), LiCl (10 mM, 
Sigma-Aldrich). 
3.2.2. Activation des lymphocytes iNKT in vitro 
Pour l’analyse de la prolifération et de la sécrétion de cytokines des lymphocytes 
iNKT, 20000 lymphocytes iNKT triés électroniquement étaient incubés en présence de 
100000 splénocytes irradiés (30 Gy, générateur de rayons X) et d’α-GalCer 100 ng/ml dans 
200 µl de milieu de culture dans une plaque à 96 puits à fonds ronds pendant 72H.  
Pour l’analyse de l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes iNKT en prolifération, 
2.106 splénocytes, préalablement marqués avec 5 µM de CFSE, étaient incubés dans 1 ml 
de milieu de culture en présence d’IL-7 recombinante, d’IL-15 recombinante, ou d’α-GalCer 
dans une plaque à 24 puits pendant 72H. 
Pour l’analyse de l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes iNKT stimulés par le 
TCR, une plaque à 96 puits à fonds ronds était préalablement recouverte avec des anticorps 
anti-CD3ε (clone 145-2C11, fourni par Julien Diana, INSERM U986, Hôpital Saint-Vincent-
de-Paul, Paris) et anti-CD28 (clone 37.51, Biolegend) à 5 µg/ml dans 50 µl de PBS pendant  
2H à 37°C. Après trois lavages de la plaque avec du PBS, 20000 lymphocytes iNKT Nrp-1- 
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triés électroniquement y étaient incubés dans 200 µl de milieu de culture pendant 24H ou 
48H. 
Pour stimuler ex vivo les lymphocytes iNKT afin de visualiser par cytométrie de flux 
leur production de cytokines, 500000 cellules de suspensions enrichies en lymphocytes iNKT 
étaient incubées dans 200 µl de milieu de culture supplémenté avec PMA, ionomycine, et 
brefeldine A pendant 3H dans une plaque à 96 puits à fonds ronds. 
3.2.3. Activation des lymphocytes T conventionnels 
Pour l’activation des lymphocytes T polyclonaux, des plaques à 96 puits à fonds 
ronds étaient préalablement recouvertes avec des anticorps anti-CD3ε et anti-CD28 comme 
décrit précédemment. Les concentrations d’anticorps utilisées pour chaque expérience sont 
indiquées dans les légendes des figures. Les lymphocytes T triés (de 50000 à 100000 par 
puits selon les expériences) étaient alors incubés dans ces plaques dans 200 µl de milieu de 
culture. 
Les lymphocytes T CD8+ OT-1 étaient activés de deux manières différentes selon les 
expériences. Dans certains cas, 100000 lymphocytes OT-1 étaient incubés avec 20000 
cellules dendritiques dans 200 µl de milieu de culture en présence continuelle de doses 
variables du peptide agoniste SIINFEKL. Dans d’autres cas, les cellules dendritiques étaient 
d’abord incubées 30 minutes à température ambiante avec le peptide SIINFEKL dans du 
milieu RPMI1640 pur à une concentration de 106 cellules/ml, puis lavées deux fois avant 
d’être mises en culture avec les lymphocytes OT-1 dans les mêmes proportions que décrit 
précédemment. 
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3.3. Analyses et tri cellulaire par cytométrie de flux 
3.3.1. Anticorps utilisés, tétramère 
Les anticorps suivants ont été utilisés pour le phénotypage des lymphocytes : anti-
CD16/32 purifié (clone 2.4G2), FITC ou APC-AlexaFluor750 anti-TCRβ (clone 57-597), 
PacificBlue ou PerCP-Cy5.5 anti-CD4 (clone RM4-5), PE-Cy7 ou APC anti-CD8 (clone 53-
6.7), FITC anti-CD69 (clone H1.2F3), PE anti-NK1.1 (clone PK136), PE anti-CD122 (clone 
TM-β1), AlexaFluor488 anti-Ki67 (clone B56), FITC anti-BrdU (clone 3D4), PE anti-CD24 
(clone M1/69), PE-Cy7 anti-CD44 (clone IM7), PE ou PerCP-Cy5.5 anti-CD25 (clone PC61), 
PE anti-TCRVβ8 (clone F23.1), PE anti-TCRVβ7 (clone TR310), PE anti-TCRVβ2 (clone 
B20.6), PerCP-Cy5.5 anti-CD19 (clone 6D5), PacificBlue anti-IFN-γ (clone XMG1.2), PE-Cy7 
anti-IL-4 (clone BVD6-24G2), PE anti-IL-13 (clone eBio 13A), PE anti-IL-17 (clone eBio 
17B7), PacificBlue anti-CD3ε (clone 500A2), APC anti-Foxp3 (clone FJK16S), anti-Nrp-1 
purifié (polyclonal de chèvre, référence AF566), FITC ou PE ou AlexaFluor647 ou PE-Cy7 
anti-IgG de chèvre. Quand cela est précisé dans la figure ou sa légende, des isotypes 
contrôles appropriés ont été utilisés pour les marquages. Tous ces anticorps ont été achetés 
chez BD Biosciences, eBioscience, Biolegend, R&D Systems, Santa Cruz Biotechnology et 
Invitrogen. 
Le marquage spécifique des lymphocytes iNKT a été réalisé grâce aux tétramères de 
CD1d murins, chargés avec l’analogue d’α-GalCer PBS-57, conjugués aux fluorochromes 
PE ou APC, obtenus auprès du NIH Tetramer Core Facility. 
3.3.2. Marquage de surface 
Le marquage de surface des lymphocytes est effectué dans du PBS + 2% (v/v) SVF 
+ 0,01% (m/v) NaN3 (tampon FACS). Les différentes étapes de marquage se font sur la 
glace, à l’abri de la lumière. Les cellules à marquer (moins de 1-2.106 cellules par puits) sont 
disposées dans une plaque à 96 puits à fonds ronds, lavées dans 200 µl de tampon FACS, 
puis incubées 10 minutes avec 10 µl d’une solution d’anticorps anti-CD16/32 pour saturer les 
récepteurs aux fragments constants des immunoglobulines. Sans lavage, la première 
couche d’anticorps (20 µl par puits de marquage) est ajoutée pendant 20-30 minutes. Les 
cellules sont lavées dans 200 µl de tampon FACS et incubées avec une deuxième couche 
d’anticorps dans les mêmes conditions, si nécessaire. Après un dernier lavage dans le 
tampon FACS, les cellules marquées sont remises en suspension dans 200 µl de tampon de 
fixation (tampon FACS + 1% (v/v) formol) et distribuées dans des tubes de 5 ml en 
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polypropylène. Dans ces conditions, les cellules peuvent être gardées à 4°C jusqu’à 
l’analyse au cytomètre jusqu’au lendemain si nécessaire. 
Pour le marquage spécifique des lymphocytes iNKT, la première couche contenait le 
tétramère de CD1d, et la deuxième couche l’anti-TCRβ ou l’anti-CD3ε. Pour le marquage de 
Nrp-1, la première couche contenait l’anti-Nrp-1, et la deuxième couche l’anticorps 
secondaire anti-IgG de chèvre fluorescent. 
3.3.3. Marquage intracellulaire des cytokines 
Après marquage de surface, les cellules sont fixées dans 200 µl de 
paraformaldéhyde (PFA) 4% (m/v) en PBS 5 minutes à température ambiante. Après 
centrifugation, les cellules sont lavées dans 200 µl de tampon de perméabilisation (tampon 
FACS + 0,5% saponine (m/v)), puis incubées avec 20 µl d’anticorps anti-cytokines 
fluorescents dilués dans le tampon de perméabilisation, pendant 30 minutes à température 
ambiante et à l’abri de la lumière. Les cellules sont alors lavées dans 200 µl de tampon de 
perméabilisation, puis dans 200 µl de tampon FACS avant d’être reprises dans 200 µl de 
tampon de fixation et transférée dans des tubes de 5 ml en polypropylène.  
3.3.4. Marquage intranucléaire 
Les marquages intranucléaires de Foxp3 et Ki67 ont été effectués avec les réactifs 
d’un kit commercial de marquage de Foxp3 (Mouse/Rat Foxp3 Staining Kit, eBioscience), en 
adaptant les recommandations du fabriquant concernant les volumes de réactifs et les 
concentrations des anticorps. 
Le marquage du BrdU incorporé dans l’ADN a été effectué à l’aide d’un kit 
commercial (FITC BrdU Flow Kit, BD Biosciences) en suivant les recommandations du 
fabriquant.  
3.3.5. Tri, acquisition, analyse 
Les marquages des cellules pour le tri électronique ont été effectués dans du PBS + 
2% SVF sans NaN3 à une concentration de 50-100.10
6 cellules/ml. Les cellules marquées 
sont ensuite reprises dans le même tampon à une concentration de 40.106 cellules/ml dans 
des tubes de 5 ml en polypropylène. Les tris cellulaires ont été effectués sur un FACS Aria II 
(BD Biosciences) de la plateforme de tri cellulaire de l’Institut de Recherche Necker Enfants 
Malades grâce à l’expertise de Jérôme Mégret et Corinne Garcia. Les populations cellulaires 
triées étaient immédiatement recueillies dans du milieu de culture froid. Les combinaisons 
d’anticorps utilisées pour les différents tris sont indiquées dans le Tableau 4 ci-après. 
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Lymphocytes 
iNKT 
FITC anti-TCRβ PE CD1d Tet AlexaFluor647 anti-
Nrp-1 
- 
Lymphocytes T APC-AlexaFluor750 
anti-TCRβ 
PerCP-Cy5.5 anti-
CD25 
PE-Cy7 anti-CD44 PacificBlue anti-
CD4 
 
Tableau 4. Combinaisons d’anticorps fluorescents utilisés pour le tri électronique 
 
Pour l’analyse phénotypique et fonctionnelle par cytométrie de flux, un FACS Canto II 
(BD Biosciences) équipé de trois lasers (405, 488 et 633 nm) et de 10 détecteurs (FSC, SSC 
et 8 canaux de fluorescence) a été utilisé. L’acquisition des données a été effectuée grâce 
au logiciel FACS Diva (BD Biosciences), et l’analyse numérique et graphique des résultats 
grâce au logiciel FlowJo 7.6.1 (Treestar).  
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3.4. Analyse de la prolifération 
3.4.1. Incorporation de [3H]-thymidine 
Pour mesurer la prolifération des lymphocytes iNKT triés activés par α-GalCer 
pendant 72 heures, 1 µCi/puits de [3H]-thymidine (Amersham) ont été rajoutés pendant les 8 
dernières heures de culture. La plaque de culture a alors été congelée à -20°C en attendant 
que la quantité de [3H]-thymidine incorporée dans l’ADN des cellules (mesurée en cpm) ne 
soit quantifiée grâce à un compteur bêta à microscintillation (Wallac).  
3.4.2. Dilution du CFSE 
Pour le marquage des cellules au carboxyfluorescein diacétate succinimidyl ester 
(CFDA-SE, couramment appelé CFSE), les cellules à marquer (10-50.106 cellules/ml en 
PBS) ont été incubées 10 minutes à 37°C en présence de 5 µM de CFSE (Sigma-Aldrich), 
puis lavées trois fois dans un grand volume de PBS + 2% SVF froid. La prolifération (dilution 
du marquage CFSE à chaque division cellulaire) et le phénotype des cellules marquées au 
CFSE sont alors suivis par cytométrie de flux.  
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3.5. Analyse de la sécrétion d’IFN-γ et d’IL-4 par les lymphocytes iNKT 
L’analyse des surnageants de culture de lymphocytes iNKT triés activés par α-GalCer 
a été effectuée grâce à un kit de détection de cytokines par cytométrie de flux (BD 
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2 Cytokine Kit, BD Biosciences) en suivant les 
instructions du fabriquant. La concentration en IFN-γ et IL-4 des surnageants de culture a été 
déterminée par rapport à une gamme de cytokines recombinantes fournies dans le kit. 
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3.6. Analyse par western blot 
L’expression de Sema3A par les lymphocytes T activés a été déterminée par western 
blot. Deux millions de lymphocytes T CD4+ activés pendant différents temps ont été lavés, et 
les lysats cellulaires totaux ont été préparés dans 50 µl de tampon de lyse (50 mM Tris (HCl) 
pH=7,2 + 50 mM NaCl + 50 mM NaF + 1 mM Na3VO4 + 0,1% SDS + 1% Triton X-100) 
supplémenté en inhibiteurs de protéases (cocktail de chez Roche) pendant 10 minutes dans 
la glace. Après centrifugation 10 minutes à 14000 tpm à 4°C, le surnageant a été récupéré et 
la concentration en protéines totales des lysats a été déterminée par dosage colorimétrique 
(méthode BCA, Pierce). 
Environ 20 µg de protéines issues de chaque condition ont été déposés dans un gel 
d’acrylamide (7,5% (v/v)) dénaturant et séparés par migration, puis les protéines ont été 
transférées sur membrane de PVDF. La membrane a été saturée par de la BSA, puis la 
Sema3A et l’actine ont été détectées par des anticorps primaires anti-Sema3A (ECM 
Biosciences) et anti-actine (Santa Cruz Biotechnology) suivis d’anticorps secondaires 
couplés à HRP (Santa Cruz Biotechnology). Les protéines détectées ont alors été révélées 
par chimioluminescence grâce à un kit commercial (Pierce). Les protéines détectées ainsi 
ont le poids moléculaire attendu (95 kDa pour Sema3A et 43 kDa pour l’actine). 
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3.7. Analyses statistiques 
Les données sont exprimées en moyenne ± erreur type, sauf mention contraire dans 
la légende de la figure. Le calcul des moyennes et erreurs types, les représentations 
graphiques des résultats, et les comparaisons des données entre différents groupes 
expérimentaux ont été effectués à l’aide du logiciel Prism 5.0 (GraphPad Software). Les tests 
statistiques appropriés indiqués dans les légendes des figures ont été utilisés. Une valeur p 
(« p-value ») inférieure à 0,05 a été considérée comme indicative d’une différence 
significative.  
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4. Résultats 
4.1. Origine et fonctions des lymphocytes iNKT exprimant la neuropiline-1 
L’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T régulateurs Foxp3+ a été largement 
démontrée et il est couramment admis que Nrp-1 est un marqueur spécifique des 
lymphocytes Treg murins [189-191, 196]. Cependant, lors des expériences de cytométrie de 
flux sur les organes lymphoïdes murins réalisées au laboratoire, il apparaissait clairement 
qu’une population de lymphocytes T Foxp3- exprimait Nrp-1 à des niveaux au moins aussi 
fort que les lymphocytes Treg Foxp3+. Nous avons donc cherché à mettre en évidence si 
Nrp-1 était exprimé sur un autre type de lymphocytes T aux propriétés immunomodulatrices, 
les lymphocytes iNKT. 
 
 
Figure 12. Expression de Nrp-1 par une sous-population de lymphocytes iNKT 
Les splénocytes de souris C57BL/6 âgée de 8 semaines ont été préparés pour l’analyse de 
l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes iNKT (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) et dans les lymphocytes T 
conventionnels (TCRβ
+
 CD1d Tet
-
) par cytométrie de flux. La comparaison du marquage obtenu 
avec l’isotype contrôle permet de bien distinguer une population de lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 ainsi 
qu’une population de lymphocytes T conventionnels Nrp-1
+
 (les Treg). Ces résultats sont 
représentatifs de plus de dix expériences indépendantes. 
 
4.1.1. Caractérisation d’une sous-population de lymphocytes iNKT  exprimant Nrp-1 
J’ai utilisé un tétramère de la molécule CD1d chargé avec un analogue de l’α-GalCer 
(PBS57) pour identifier les lymphocytes iNKT murins (TCRβ+ CD1d Tet+). Dans la rate, une 
sous-population de lymphocytes iNKT exprime Nrp-1 à un niveau similaire à celui observé 
sur les lymphocytes T conventionnels CD4+ Nrp-1+ (lymphocytes Treg principalement) 
(Figure 12). L’analyse de plusieurs organes lymphoïdes de souris C57BL/6 adultes (8 
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semaines) a montré que les lymphocytes iNKT Nrp-1+ étaient présents dans ces organes en 
des proportions variées, allant de 5% des lymphocytes iNKT du foie, à 10-15% des 
lymphocytes iNKT de la rate et du thymus et environ 45% des lymphocytes iNKT des 
ganglions lymphatiques (Figure 13). 
 
 
Figure 13. Répartition des lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 dans les principaux organes 
lymphoïdes 
Abondance relative des lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 parmi les lymphocytes iNKT totaux de la rate, du 
foie, du thymus et des ganglions lymphatiques de souris C57BL/6 de 8 semaines (n=4), déterminée 
par cytométrie de flux. 
 
L’analyse des marqueurs de maturité en surface des lymphocytes iNKT de la rate a 
établi que, contrairement aux lymphocytes iNKT Nrp-1- majoritaires qui ont un phénotype 
mature (CD69+ NK1.1+ CD122+), les lymphocytes iNKT Nrp-1+ ont un phénotype immature 
(CD69- NK1.1- CD122lo) (Figure 14).  
 
 
Figure 14. Les lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 ont un phénotype immature 
Expression de CD69, NK1.1 et CD122 à la surface des lymphocytes T conventionnels (trait 
interrompu), iNKT Nrp-1
-
 (gris), et iNKT Nrp-1
+
 (noir) de la rate d’une souris C57BL/6 âgée de 8 
semaines. Ces résultats sont représentatifs de plus de cinq expériences indépendantes. 
 
Afin de déterminer si ce sous-type de lymphocytes iNKT était aussi retrouvé dans 
d’autres souches de souris couramment utilisées dans des modèles d’étude des 
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lymphocytes iNKT, j’ai analysé la rate de souris de souche Balb/c et NOD. J’ai également pu 
mettre en évidence dans ces souches de souris une sous-population de lymphocytes iNKT 
spléniques exprimant fortement Nrp-1 et ayant un phénotype immature (CD69-) (Figure 15). 
La suite de cette étude a été entièrement réalisée sur des souris de souche C57BL/6. 
 
 
Figure 15. Expression de Nrp-1 par une sous-population de lymphocytes iNKT au phénotype 
immature dans les souches de souris Balb/c et NOD 
Des splénocytes issus de souris Balb/c (en haut) et NOD (en bas) âgées de 8 semaines ont été 
préparés pour l’analyse de l’expression de Nrp-1 et de CD69 dans les lymphocytes iNKT (TCRβ
+
 
CD1d Tet
+
). On distingue aisément chez ces deux souches de souris une sous-population 
abondante de lymphocytes iNKT Nrp-1
+
. L’analyse de l’expression de CD69 dans les lymphocytes 
T conventionnels (trait interrompu), iNKT Nrp-1
-
 (gris) et iNKT Nrp-1
+
 (noir) révèle que les 
lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 sont très majoritairement CD69
-
 dans ces deux souches de souris. Ces 
résultats sont représentatifs de quatre souris de chaque souche analysées lors de deux 
expériences indépendantes. 
 
Au cours de mes expériences de cytométrie de flux, j’ai remarqué que les 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ avaient une taille augmentée (fluorescence FSC plus élevée) par 
rapport aux lymphocytes iNKT Nrp-1-. L’augmentation de taille est souvent associée, pour les 
lymphocytes, à une phase de prolifération, dite « blastique ». Afin d’établir le statut prolifératif 
des lymphocytes iNKT Nrp-1+ in vivo, j’ai d’abord étudié l’expression intranucléaire du 
marqueur associé à la prolifération Ki67. Dans la rate, 25-30% des lymphocytes iNKT Nrp-1+ 
expriment Ki67, contre seulement 7% des lymphocytes iNKT Nrp-1- (Figure 16A). Pour 
confirmer le fait qu’une grande partie des lymphocytes iNKT Nrp-1+ est en prolifération in 
vivo, j’ai analysé l’incorporation de BrdU dans l’ADN des lymphocytes iNKT spléniques de 
souris ayant été traitées avec cet analogue de thymidine pendant 5 jours consécutifs. Là 
encore, 30-35% des lymphocytes iNKT Nrp-1+ avaient incorporé le BrdU, contre seulement 
5-10% des lymphocytes iNKT Nrp-1- (Figure 16B). Ces deux expériences établissent que les 
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lymphocytes iNKT Nrp-1+ spléniques sont en prolifération in vivo dans des souris adultes 
naïves. 
 
 
Figure 16. Une grande part des lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 spléniques est en prolifération in 
vivo 
(A) Analyse par cytométrie de flux de l’expression du marqueur de prolifération Ki67 (marquage 
intra-nucléaire) dans les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 (gris) et iNKT Nrp-1
+
 (noir). Le pourcentage de 
cellules Ki67
+
, déterminé par comparaison avec le marquage obtenu avec un isotype contrôle, est 
indiqué pour chaque sous-population (moyenne ± erreur type, n = 5 souris, *** : p<0,001, test t de 
Student). (B) Des souris C57BL/6 âgée de 8 semaines ont été injectées i.p. avec 2 mg de BrdU 
dans 200 µl de PBS ou uniquement 200 µl de PBS (contrôle). Les souris ayant reçu du BrdU ont 
ensuite bu pendant 5 jours consécutifs de l’eau contenant 0,8 mg/ml de BrdU. Les animaux ont 
ensuite été sacrifiés et la quantité de BrdU incorporée dans l’ADN des lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 
(gris) et iNKT Nrp-1
+
 (noir) a été analysée par cytométrie de flux. Le pourcentage de cellules BrdU
+
, 
déterminé par comparaison avec le marquage obtenu pour les lymphocytes iNKT de souris n’ayant 
pas reçu de BrdU, est indiqué pour chaque sous-population (moyenne ± erreur type, n = 5 souris, 
*** : p<0,001, test t de Student). 
 
Cet avantage prolifératif est aussi retrouvé après activation spécifique par l’α-GalCer 
in vitro. Dans ces conditions, les lymphocytes iNKT Nrp-1+ prolifèrent environ 3 fois plus que 
les lymphocytes iNKT Nrp-1- (Figure 17). 
 
Figure 17. Les lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 prolifèrent plus que les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 
après activation in vitro 
Des lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et iNKT Nrp-1
+
 ont été triés par cytométrie de flux à partir de rates de 
souris C57BL/6 âgées de 8 semaines.  Ces cellules (2.10
4
) ont ensuite été activées pendant 72 
heures en présence de splénocytes irradiés (1.10
5
, 30 Gy) et du ligand spécifique α-GalCer (100 
ng/ml). Pendant les huit dernières heures de culture a été rajouté 1 µCi [
3
H]-thymidine. La 
prolifération des deux sous-types cellulaires a ensuite été déterminée en mesurant la quantité de 
radioactivité incorporée (en cpm) dans les cellules à l’aide d’un compteur bêta à micro-scintillation 
(*** : p<0,001, test T de Student). 
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En résumé, il existe dans les organes lymphoïdes de souris adultes naïves une sous-
population de lymphocytes iNKT exprimant Nrp-1. Ces lymphocytes iNKT Nrp-1+ ont un 
phénotype immature, et une partie importante d’entre eux sont en phase de prolifération 
dans la rate. 
4.1.2. L’activation des lymphocytes iNKT par le TCR induit l’expression de Nrp-1 
L’activation des lymphocytes iNKT par des glycolipides agonistes comme l’α-GalCer 
induit leur prolifération in vitro et in vivo [73]. Cependant, la prolifération homéostatique des 
lymphocytes iNKT in vivo repose sur l’activité des cytokines IL-7 et surtout IL-15 [61], et 
l’engagement du TCR par des glycolipides endogènes n’est pas nécessaire [62, 63]. 
 
 
Figure 18. Expression différentielle de Nrp-1 par les lymphocytes iNKT activés après 
expansion par les cytokines homéostatiques IL-7 et IL-15 ou le ligand α-GalCer 
Des splénocytes (2.10
6
) issus de souris C57BL/6 âgée de 8 semaines ont été marqués au CFSE 
puis cultivés pendant 72 heures en absence (contrôle) ou en présence d’IL-7 recombinante (20 
ng/ml), d’IL-15 recombinante (20 ng/ml), ou d’α-GalCer (100 ng/ml). La dilution du CFSE dans les 
lymphocytes iNKT et l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes iNKT blastiques a alors été 
déterminée par cytométrie de flux. Ces résultats sont représentatifs de deux expériences réalisées 
indépendamment. 
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Pour mieux comprendre quels mécanismes peuvent aboutir à l’expression de Nrp-1 
sur la sous-population de lymphocytes iNKT décrite ci-avant, j’ai utilisé divers stimuli pour 
induire la prolifération et l’activation des lymphocytes iNKT in vitro et analysé l’expression de 
Nrp-1 sur les cellules activées. L’IL-7, l’IL-15 et α-GalCer étaient capables d’induire la 
prolifération (dilution du marquage CFSE) des lymphocytes iNKT (CD1d Tet+) en 3 jours 
(Figure 18, colonne de gauche), mais seuls les lymphocytes iNKT cultivés en présence d’α-
GalCer présentaient une expression forte de Nrp-1 sur les cellules blastiques (FSChi) (Figure 
18, colonne de droite). De plus, l’activation de lymphocytes iNKT Nrp-1- par des anticorps 
anti-CD3ε et anti-CD28 était capable d’induire l’expression de Nrp-1 (Figure 19). L’ensemble 
de ces résultats montrent que l’engagement du TCR est capable d’induire l’expression de 
Nrp-1 à la surface des lymphocytes iNKT in vitro. 
 
 
Figure 19. L’activation des lymphocytes iNKT par le TCR induit l’expression de Nrp-1 
Des lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 ont été triés par cytométrie de flux à partir de rates de souris 
C57BL/6 âgées de 8 semaines. Ces cellules (2.10
4
) ont ensuite été activées en présence de 5 
µg/ml d’anticorps anti-CD3ε et anti-CD28. Après 24 heures et 48 heures d’activation, l’expression 
de Nrp-1 sur les lymphocytes iNKT blastiques a été déterminée par cytométrie de flux. Ces 
résultats sont représentatifs de trois expériences réalisées indépendamment. 
 
L’injection de l’agoniste α-GalCer dans la cavité péritonéale de souris induit une 
activation massive des lymphocytes iNKT du foie et de la rate qui se caractérise notamment 
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par une expansion des lymphocytes iNKT dans ces organes, maximale à jour 3 après 
injection et qui décroit ensuite progressivement jusqu’à retrouver les proportions normales de 
lymphocytes iNKT 7 à 10 jours après l’injection [73]. Alors que dans les souris naïves seule 
la sous-population de lymphocytes iNKT immatures décrite plus haut exprime Nrp-1 (Figure 
20, à gauche), 3 jours après l’injection i.p. d’α-GalCer plus de 90% des lymphocytes iNKT 
spléniques expriment fortement Nrp-1 (Figure 20, au milieu). Cette expression de Nrp-1 est 
accompagnée d’une diminution marquée de l’expression du marqueur précoce d’activation 
CD69, constitutivement exprimé sur les lymphocytes iNKT matures. Après 7 jours, 
l’expression de Nrp-1 est encore forte sur les lymphocytes iNKT et l’expression de CD69 
commence à se rétablir (Figure 20, à droite). 
 
 
Figure 20. L’activation in vivo des lymphocytes iNKT par le ligand α-GalCer induit 
l’expression massive et durable de Nrp-1 
Analyse, après 3 et 7 jours, de la co-expression de Nrp-1 et CD69 par les lymphocytes iNKT 
(TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) issus de la rate de souris ayant reçu une injection de 2 µg α-GalCer dans 200 
µl de PBS, ou 200 µl de PBS seul (contrôle), par voie i.p. Ces résultats sont représentatifs de trois 
expériences réalisées indépendamment. 
 
Ces résultats montrent que l’engagement du TCR induit l’expression de Nrp-1 sur les 
lymphocytes iNKT blastiques in vitro et in vivo. Cela suggère que l’expression de Nrp-1 
observée sur la sous-population de lymphocytes iNKT immatures en division dans la rate de 
souris naïves est due à l’activation préalable de leur TCR. 
4.1.3. Les lymphocytes iNKT Nrp-1+ périphériques correspondent aux émigrés thymiques 
récents (ETR) 
Les thymocytes DP immatures (CD24+) porteurs du réarrangement canonique 
Vα14Jα18 des lymphocytes iNKT sont sélectionnés positivement par des thymocytes 
corticaux DP exprimant CD1d [34-36]. Cette interaction basée sur l’activation du TCR des 
précurseurs iNKT par un glycolipide endogène marque le début d’une phase d’expansion au 
cours de laquelle les lymphocytes iNKT thymiques acquièrent différents marqueurs de 
maturation. La prolifération des lymphocytes iNKT thymiques a lieu aux stades 1 (CD44lo 
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NK1.1-) et 2 (CD44hi NK1.1-), mais la maturation terminale intra-thymique en lymphocytes 
iNKT de stade 3 (CD44hi NK1.1+) s’accompagne d’un arrêt de la prolifération [40]. L’analyse 
des différents stades de développement thymique des lymphocytes iNKT a révélé que les 
stades les plus immatures (CD24+, stades 1 et 2) expriment fortement Nrp-1 alors que les 
cellules iNKT au stade 3 l’expriment plus faiblement Nrp-1 (Figure 21). Donc, dans le 
thymus, la prolifération des lymphocytes iNKT déclenchée par l’activation du TCR est 
associée à une forte expression de Nrp-1. 
 
 
Figure 21. Nrp-1 est exprimé par les lymphocytes iNKT thymiques aux stades immatures 
Les thymocytes de souris C57BL/6 âgées de 5 semaines ont été préparés pour l’analyse par 
cytométrie de flux de l’expression de Nrp-1 sur les différents stades de développement des 
lymphocytes iNKT. (A) Définition des différents stades de différenciation des lymphocytes iNKT, du 
plus immature CD24
+
 CD1d Tet
+
, en passant par le stade 1 (CD24
-
 CD1d Tet
+
 NK1.1
-
 CD44
lo
) et le 
stade 2 (CD24
-
 CD1d Tet
+
 NK1.1
-
 CD44
hi
), jusqu’au stade 3 (CD24
-
 CD1d Tet
+
 NK1.1
+
 CD44
hi
) de 
lymphocytes iNKT matures résidents thymiques. (B) Analyse de l’expression de Nrp-1 sur les 
différents stades définis en (A) et quantification relative par rapport au marquage obtenu avec 
l’isotype contrôle de l’intensité moyenne de fluorescence (IMF) de Nrp-1 pour chaque sous-
population (IMF relative de Nrp-1 = IMFNrp-1 / IMFIsotype, n = 4 souris dans deux expériences 
indépendantes). 
 
La grande majorité des lymphocytes iNKT exportés du thymus vers les organes 
lymphoïdes périphériques portent le phénotype du stade 2 (CD44hi NK1.1-) et achèvent leur 
maturation complète (le plus souvient associée à l’expression du marqueur NK1.1) dans les 
organes lymphoïdes périphériques [40, 41]. J’ai donc postulé que les lymphocytes iNKT Nrp-
1+ observés dans les organes lymphoïdes périphériques pouvaient être des émigrés 
thymiques récents (ETR) dont l’activité proliférative était rémanente du processus de 
sélection positive intra-thymique. Afin d’étudier les lymphocytes ETR, j’ai procédé à une 
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injection de la molécule fluorescente FITC dans les deux lobes thymiques de souris âgées 
de 5 semaines. Cette molécule marque non-spécifiquement environ 30% des thymocytes et 
permet de détecter, après quelques heures, les lymphocytes ETR (FITC+) dans les organes 
périphériques. Par cette méthode, j’ai observé que 36 heures après injection de FITC intra-
thymique, la grande majorité (85%) des lymphocytes iNKT ETR (CD1d Tet+ FITC+) expriment 
Nrp-1 (Figure 22). Etant donné que (i) les lymphocytes iNKT FITC+ ne représentent en 
réalité que 30% de la totalité des lymphocytes iNKT ETR sortis pendant les 36 heures 
écoulées avant le sacrifice de la souris, (ii) environ 10% de la population de lymphocytes 
iNKT Nrp-1+ sont FITC+ (Figure 22B, en haut), et (iii) la proportion de lymphocytes iNKT Nrp-
1+ parmi les lymphocytes iNKT spléniques est assez stable sur de courtes échelles de 
temps, j’ai pu calculer qu’une période d’environ 5 jours était nécessaire pour assurer le 
renouvellement complet de la population de lymphocytes iNKT Nrp-1+ par des ETR. Ces 
données montrent ainsi que Nrp-1 est exprimé sur la grande majorité des lymphocytes iNKT 
ETR, et suggèrent que l’expression de Nrp-1 n’est que transitoire après la sortie du thymus 
et que la population de lymphocytes iNKT Nrp-1+ périphériques est maintenue constamment 
par l’export thymique. 
 
 
Figure 22. Les lymphocytes iNKT émigrés thymiques récents (ETR) expriment Nrp-1 
Les splénocytes de souris C57BL/6 de 5 semaines ont été préparés et enrichis en lymphocytes 
iNKT par déplétion magnétique 36 heures après l’injection, ou non, de FITC intra-thymique. (A) 
Identification des lymphocytes iNKT CD1d Tet
+
 dans les animaux contrôle (sans FITC) et les 
animaux ayant reçu l’injection de FITC. (B) Co-marquage Nrp-1 et FITC sur les lymphocytes iNKT 
spléniques de souris ayant reçu l’injection de FITC, et quantification du pourcentage de 
lymphocytes iNKT FITC
-
 et FITC
+
 exprimant Nrp-1 (** : p<0,01, n = 4 souris dans deux expériences 
indépendantes). 
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De manière intéressante, les lymphocytes T conventionnels ETR n’expriment pas 
Nrp-1 (Figure 23A), à l’exception des lymphocytes Treg CD4+ CD25+ (Figure 23B). Ceci 
suggère que l’expression de Nrp-1 n’est pas nécessaire à l’export thymique de lymphocytes, 
et que l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes iNKT et Treg ETR reflète respectivement 
un mode de sélection particulier et l’expression du facteur de transcription Foxp3. 
 
 
Figure 23. Hormis les lymphocytes Treg CD4
+
 CD25
+
, les lymphocytes T conventionnels ETR 
n’expriment pas Nrp-1 
Les lymphocytes des ganglions lymphatiques périphériques de souris C57BL/6 de 5 semaines ont 
été préparés 36 heures après l’injection de FITC intra-thymique. (A) Analyse de la co-expression de 
Nrp-1 et FITC dans les lymphocytes T conventionnels (TCRβ
+
) CD4
+
 et CD8
+
. (B) Expression du 
marqueur des lymphocytes Treg CD25 dans les lymphocytes T CD4
+
 ETR Nrp-1
-
 (gris) et Nrp-1
+
 
(noir). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes. 
 
Afin d’approfondir le rôle du thymus dans l’homéostasie des lymphocytes iNKT Nrp-1+ 
périphériques des souris adultes, j’ai procédé à la thymectomie complète de souris à l’âge de 
8 semaines. Après 4 semaines, l’analyse de la rate et des ganglions lymphatiques 
périphériques (inguinaux, axillaires et brachiaux) révèle que les animaux ayant subi une 
thymectomie ont un nombre total de lymphocytes T réduit, mais que le nombre de 
lymphocytes T de phénotype mémoire (CD44hi) n’est pas affecté (Figure 24). Ces résultats 
montrent l’efficacité de la thymectomie à diminuer le nombre de lymphocytes T naïfs en 
périphérie. 
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Figure 24. Effet d’une thymectomie à l’âge adulte sur les lymphocytes T conventionnels 
Analyse du nombre de lymphocytes T conventionnels totaux (TCRβ
+
) et des lymphocytes T 
conventionnels de phénotype mémoire (TCRβ
+
 CD44
hi
) dans la rate et les ganglions lymphatiques 
périphériques de souris C57BL/6 âgées de 12 semaines, 4 semaines après une thymectomie (noir) 
ou une opération contrôle (gris) (ns : non significatif, * : p< 0,05, ** : p<0,01, test t de Student, n = 5 
souris ou plus dans chaque groupe). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences 
indépendantes. 
 
L’analyse du compartiment des lymphocytes iNKT dans la rate de souris 
thymectomisées montre une quasi-disparition des lymphocytes iNKT Nrp-1+ alors que les 
lymphocytes iNKT totaux ne sont pas affectés en nombre et en fréquence (Figure 25A et 
25B, à gauche). Dans les ganglions lymphatiques périphériques, où les lymphocytes iNKT 
Nrp-1+ sont relativement beaucoup plus abondants (Figure 13), la thymectomie diminue 
significativement le nombre de lymphocytes iNKT totaux et iNKT Nrp-1+, mais les 
lymphocytes iNKT Nrp-1- sont moins affectés (de manière non significative) (Figure 25B, à 
droite). Cette expérience montre clairement le rôle déterminant de l’export thymique dans le 
maintient de la population de lymphocytes iNKT Nrp-1+ dans les organes lymphoïdes 
périphériques. Ainsi, il semble que le sous-groupe de cellules Nrp-1+ soit, au sein des 
lymphocytes iNKT, l’équivalent des lymphocytes T naïfs au sein des lymphocytes T 
conventionnels. 
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Figure 25. La thymectomie à l’âge adulte induit la diminution spécifique du nombre de 
lymphocytes iNKT Nrp-1
+
 dans les organes lymphoïdes périphériques 
Des souris C57BL/6 ont subi une thymectomie ou une opération contrôle à l’âge de 8 semaines, et 
leurs organes lymphoïdes périphériques ont été prélevés et préparés pour analyse par cytométrie 
de flux après 4 semaines. (A) Analyse de la co-expression de Nrp-1 et CD69 dans les lymphocytes 
iNKT (CD19
-
 TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) issus de la rate de souris ayant subi une thymectomie ou une 
opération contrôle. (B) Analyse du nombre de lymphocytes iNKT totaux, iNKT Nrp-1
+
 et iNKT Nrp-1
-
 
dans la rate et les ganglions lymphatiques périphériques de souris ayant subi une thymectomie 
(noir) ou une opération contrôle (gris) (ns : non significatif, * : p< 0,05, ** : p<0,01, test t de Student, 
n = 5 souris ou plus dans chaque groupe). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences 
indépendantes. 
 
La reconnaissance d’un ou plusieurs ligands glycolipidiques endogènes présentés 
par des cellules CD1d+ (cellules dendritiques, macrophages, lymphocytes B) est impliquée 
dans la maturation des lymphocytes iNKT dans les organes lymphoïdes périphériques [62, 
63]. Il est donc attendu que la maturation des lymphocytes iNKT dont le TCR a une plus 
haute affinité pour des complexes CD1d/glycolipide soit plus rapide et donc que les 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ périphériques soient enrichis en cellules présentant un TCR de 
plus faible affinité pour de tels complexes. L’analyse du répertoire Vβ utilisé par les 
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lymphocytes iNKT spléniques a révélé un biais de représentation de lymphocytes iNKT Vβ7+ 
et Vβ2+ parmi la population de cellules Nrp-1+ en comparaison avec les cellules Nrp-1- 
(Tableau 5). Cette hypothèse est confortée par les résultats récents de la littérature qui 
montrent que l’utilisation des différentes chaînes Vβ par les lymphocytes iNKT murins 
confère des affinités différentes pour le complexe CD1d/α-GalCer : Vβ2 < Vβ7 < Vβ8 (dans 
l’ordre croisant d’affinité) [31, 213]. 
 
 Lymphocytes iNKT 
totaux 
Lymphocytes iNKT 
Nrp-1- 
Lymphocytes iNKT 
Nrp-1+ 
p-value (Nrp-1- 
vs Nrp-1+) 
V8 55,2 ± 1,1 % 54,8 ± 1,2 % 57,6 ± 1,4 % 0,175 
V7 13,8 ± 0,8 % 12,6 ± 1,0 % 20,9 ± 0,9 % <0,001 
V2 1,7 ± 0,4 % 1,1 ± 0,4 % 6,4 ± 1,4 % 0,006 
 
Tableau 5. Proportions des lymphocytes iNKT totaux, Nrp-1
-
 et Nrp-1
+
 utilisant la chaîne β du 
TCR possédant le réarrangement Vβ8, Vβ7 ou Vβ2 
Analyse par cytométrie de flux du répertoire Vβ des lymphocytes iNKT totaux, iNKT Nrp-1
-
 et iNKT 
Nrp-1
+
 issus de la rate de souris C57BL/6 âgées de 8 semaines. Les résultats, exprimés en 
pourcentage de la sous-population de lymphocytes iNKT exprimant le réarrangement Vβ donné 
(moyenne ± erreur type, n = 4 souris dans deux expériences indépendantes), ont été comparés par 
le test t de Student et la p-value correspondante est donnée dans la dernière colonne. 
 
4.1.4. Etude fonctionnelle comparée des lymphocytes iNKT Nrp-1+ et iNKT Nrp-1- 
Les propriétés effectrices des lymphocytes iNKT reposent sur leur capacité à sécréter 
rapidement de grandes quantités de cytokines immuno-modulatrices après activation. Alors 
que les lymphocytes iNKT thymiques immatures (stades 1 et 2) produisent principalement IL-
4 et pas d’IFN-γ après activation, les lymphocytes iNKT matures (périphériques et thymiques 
de stade 3) sont capables de relarguer à la fois de grandes quantités d’IFN-γ et d’IL-4 après 
activation par α-GalCer [40]. En accord avec ces données, les lymphocytes iNKT Nrp-1+ 
activés in vitro par α-GalCer pendant 72 heures sécrètent 10 fois moins d’IFN-γ et 3 fois plus 
d’IL-4 que les lymphocytes iNKT Nrp-1- (Figure 26). 
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Figure 26. Sécrétion des cytokines IFN-γ et IL-4 par les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et Nrp-1
+
 
spléniques activés par α-GalCer in vitro 
Des lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et iNKT Nrp-1
+
 ont été triés par cytométrie de flux à partir de rates de 
souris C57BL/6 âgées de 8 semaines.  Ces cellules (2.10
4
) ont ensuite été activées pendant 72 
heures en présence de splénocytes irradiés (1.10
5
, 30 Gy) et du ligand spécifique α-GalCer (100 
ng/ml). Les surnageants de culture ont alors été récupérés et les concentrations en IFN-γ et en IL-4 
dans ces surnageants ont été déterminées par cytométrie de flux grâce à l’utilisation d’un kit « 
Cytokine Bead Array » (CBA). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences 
indépendantes. 
 
Bien que les lymphocytes iNKT soient reconnus pour leur capacité à produire 
simultanément l’IFN-γ et l’IL-4, il a été décrit, au sein de cette population de lymphocytes 
effecteurs, une grande diversité de sous-types aux profils de sécrétion de cytokines très 
variés [77]. Pour mieux appréhender la diversité des lymphocytes iNKT spléniques et des 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ en particulier, j’ai analysé, par cytométrie de flux, la production 
simultanée d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-13 par les lymphocytes iNKT spléniques 2H après une 
injection d’α-GalCer in vivo. Dans ces conditions, l’analyse indépendante de l’expression des 
trois cytokines révèle que la population de lymphocytes iNKT Nrp-1+ contient beaucoup 
moins de producteurs d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-13 que les lymphocytes iNKT Nrp-1- (Figure 
27A). Le défaut le plus marqué est observé pour la production d’IFN-γ par les lymphocytes 
iNKT Nrp-1+. 
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Figure 27. Profil de production simultanée des cytokines IFN-γ, IL-4 et IL-13 par les 
lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et Nrp-1
+
 spléniques activés par α-GalCer in vivo 
Trente minutes après une injection de brefeldine A, des souris C57BL/6 de 8 semaines ont été 
injectées avec 2 µg α-GalCer dans 200 µl PBS, ou 200 µl de PBS seul. Les animaux ont été 
sacrifiés deux heures après l’injection d’α-GalCer et leurs splénocytes ont été préparés pour 
l’analyse du contenu intracellulaire en IFN-γ, IL-4 et IL-13 dans les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et 
iNKT Nrp-1
+
. (A) Production d’IFN-γ (gauche), d’IL-4 (milieu), et d’IL-13 (droite) dans les 
lymphocytes iNKT non-stimulés (trait interrompu) et les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 (gris) et iNKT Nrp-
1
+
 (noir) activés. (B) Stratégie d’analyse de la production simultanée d’IFN-γ, IL-4 et IL-13 dans les 
sous-populations de lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et iNKT Nrp-1
+
. Les lymphocytes iNKT spléniques 
(CD19
-
 CD1d Tet
+
) sont divisés en iNKT Nrp-1
-
 et iNKT Nrp-1
+
. Chaque sous-type est alors divisé 
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en producteurs (IFN-γ
+
) et non-producteurs (IFN-γ
-
) d’IFN-γ, puis chaque sous-population 
résultante est analysée pour la co-expression d’IL-4 et d’IL-13. Les limites de détection des cellules 
positives pour l’expression des cytokines sont placées en fonction du marquage sur les 
lymphocytes iNKT de souris contrôles. Cette stratégie établit pour chaque sous-type de 
lymphocytes iNKT 8 sous-populations distinctes selon leur expression simultanée d’aucune, une, 
deux, ou trois des cytokines analysées. (C) Représentation en camembert de ces 8 sous-
populations de producteurs de cytokines parmi les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 (gauche) et iNKT Nrp-
1
+
 (droite). Les pourcentages de chaque sous-population (moyenne ± erreur type, n = 5 souris dans 
trois expériences indépendantes) ont été comparés entre les deux sous-types de lymphocytes 
iNKT grâce au test t de Student et la p-value résultante est indiquée (ns : non significatif, * : p<0,05, 
** : p<0,01, *** : p<0,001). 
 
L’intérêt de cette technique réside dans l’analyse de la production de plusieurs 
cytokines simultanément. J’ai donc utilisé une stratégie d’analyse qui permet de diviser les 
lymphocytes iNKT Nrp-1- et iNKT Nrp-1+ en 8 sous-populations effectrices selon leur 
expression combinée d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-13 (Figure 27B). Conformément à ce qui est 
attendu de lymphocytes iNKT matures, cette méthode d’analyse a révélé que  plus de 50% 
des lymphocytes iNKT Nrp-1- produisent à la fois IFN-γ, IL-4 et IL-13, et environ 20% 
produisent IFN-γ et IL-4, mais pas IL-13 (Figure 27C). Par contre, les lymphocytes iNKT 
Nrp-1+ ont un profil radicalement différent : moins de 20% d’entre eux produisent les trois 
cytokines simultanément, et presque 50% ne produisent ni IFN-γ, ni IL-4, ni IL-13 (Figure 
27C). Le défaut de production de ces cytokines par les lymphocytes iNKT Nrp-1+ ne semble 
pas dû à un défaut général d’activation, puisque l’augmentation de l’expression de CD69 
après activation par α-GalCer est rapidement observée aussi bien dans les lymphocytes 
iNKT Nrp-1- (Figure 28, rouge) que dans les lymphocytes iNKT Nrp-1+ (Figure 28, bleu). 
 
 
Figure 28. Activation rapide des lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et Nrp-1
+
 spléniques après 
injection d’α-GalCer 
Des souris C57BL/6 de 8 semaines ont été injectées avec 2 µg α-GalCer dans 200 µl PBS, ou 200 
µl de PBS seul. Les animaux ont été sacrifiés 1
H
30 et 3
H
 après l’injection d’α-GalCer et leurs 
splénocytes ont été préparés pour l’analyse de l’expression de CD69 en surface des lymphocytes 
iNKT Nrp-1
-
 (rouge) et iNKT Nrp-1
+
 (bleu). Ces résultats sont représentatifs de deux expériences 
réalisées indépendamment. 
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En résumé, les lymphocytes iNKT Nrp-1+, qui correspondent aux cellules récemment 
sorties du thymus, ont un défaut marqué de production d’IFN-γ après stimulation in vitro et in 
vivo, et, à la différence des lymphocytes iNKT matures Nrp-1-, sont majoritairement 
incapables de secréter rapidement et simultanément les cytokines IFN-γ, IL-4 et IL-13 après 
une activation in vivo. 
4.1.5. Les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 dans les organes lymphoïdes expriment 
Nrp-1 et sont maintenus par l’export thymique 
L’équipe du Dr Leite-de-Moraes, dans notre laboratoire, a récemment mis en 
évidence l’existence d’une population singulière de lymphocytes iNKT ayant la capacité de 
produire la cytokine pro-inflammatoire IL-17 après activation [119]. Cette observation a été 
confirmée par de nombreuses autres études qui ont contribué à la caractérisation plus 
complète de cette sous-population chez la souris [65, 77, 115-118, 120, 214]. Plusieurs des 
caractéristiques des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 sont communes à celles des 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ : phénotype immature NK1.1-, abondance relative élevée dans les 
ganglions lymphatiques périphériques, production absente ou faible d’IFN-γ et d’IL-4 après 
stimulation. J’ai donc cherché à déterminer si les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 
exprimaient Nrp-1. 
Après activation in vitro de lymphocytes iNKT thymiques par une combinaison de 
PMA et ionomycine en présence de brefeldine A pendant 3 heures, les cellules produisant 
l’IL-17 présentent une forte expression de Nrp-1 à leur surface, contrairement aux cellules 
produisant l’IFN-γ (Figure 29A). La même observation est faite pour les lymphocytes iNKT 
issus des ganglions lymphatiques périphériques, où les lymphocytes iNKT Nrp-1+ et 
producteurs d’IL-17 sont relativement abondants (Figure 29B). 
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Figure 29. Les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 après stimulation non-spécifique in 
vitro expriment Nrp-1
 
Analyse comparée de l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 et d’IFN-
γ issus du thymus et des ganglions lymphatiques périphériques. Les thymocytes totaux (A) et les 
lymphocytes issus des ganglions lymphatiques périphériques (B) de trois souris C57BL/6 âgées de 
8 semaines ont été enrichis magnétiquement en lymphocytes iNKT. Les suspensions cellulaires 
obtenues ont alors été stimulées, ou non, pendant 3 heures en présence de PMA et de ionomycine. 
Les lymphocytes iNKT (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) ont alors été divisés en producteurs d’IFN-γ et en 
producteurs d’IL-17 (sous-populations mutuellement exclusives) et l’expression de Nrp-1 dans les 
lymphocytes iNKT totaux (gris), iNKT IFN-γ
+
 (trait interrompu) et iNKT IL-17
+
 (noir) a été 
déterminée. La quantification de l’intensité moyenne de fluorescence (IMF) relative de Nrp-1 dans 
ces trois sous-populations est montrée pour chaque organe analysé (IMF relative = IMFNrp-1 / 
IMFIsotype, ns : non significatif, * : p<0,05, test t de Student sur les résultats regroupés de trois 
expériences indépendantes). 
 
Après injection d’α-GalCer in vivo, les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17, mais 
pas ceux producteurs d’IFN-γ, expriment fortement Nrp-1 (Figure 30). Il est important de 
noter ici que si la grande majorité des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 sont Nrp-1+, 
cette sous-population de cellules ne représente qu’environ 5, 10 et 40% de tous les 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ trouvés dans la rate, le thymus et les ganglions lymphatiques 
périphériques, respectivement. 
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Figure 30. Les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 après injection d’α-GalCer in vivo 
expriment Nrp-1
 
Trente minutes après une injection de brefeldine A, des souris C57BL/6 de 8 semaines ont été 
injectées avec 2 µg α-GalCer dans 200 µl PBS, ou 200 µl PBS seul. Les animaux ont été sacrifiés 
deux heures après l’injection d’α-GalCer et leurs splénocytes ont été préparés pour l’analyse du 
contenu intracellulaire en IFN-γ et IL-17 dans les lymphocytes iNKT (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
). Les 
lymphocytes iNKT ont alors été divisés en producteurs d’IFN-γ et en producteurs d’IL-17 (sous-
populations mutuellement exclusives) et l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes iNKT totaux 
(gris), iNKT IFN-γ
+
 (trait interrompu) et iNKT IL-17
+
 (noir) a été déterminée. La quantification de 
l’intensité moyenne de fluorescence (IMF) relative de Nrp-1 dans ces trois sous-populations est 
montrée (IMF relative = IMFNrp-1 / IMFIsotype, n = 4 souris dans deux expériences indépendantes, * : 
p<0,05, *** : p<0,001, test t de Student). 
 
L’expression de Nrp-1 par les lymphocytes iNKT murins des organes lymphoïdes 
périphériques est caractéristique de cellules récemment émigrées du thymus. J’ai donc 
analysé le rôle de la fonction d’export thymique dans le maintient de la sous-population de 
lymphocytes iNKT capables de produire l’IL-17 dans les organes lymphoïdes périphériques. 
La thymectomie de souris à l’âge adulte divise par 4 le nombre de lymphocytes iNKT 
producteurs d’IL-17 dans la rate et les ganglions lymphatiques périphériques (Figure 31). Ce 
résultat souligne le rôle crucial du thymus dans le maintient de la population de lymphocytes 
iNKT producteurs d’IL-17 dans les organes lymphoïdes secondaires. 
 
Figure 31. La thymectomie de souris à l’âge adulte induit la diminution massive du nombre 
de lymphocytes iNKT capables de produire l’IL-17 dans les organes lymphoïdes 
Des souris C57BL/6 ont subi une thymectomie ou une opération contrôle à l’âge de 8 semaines, et, 
après 4 semaines, des suspensions cellulaires issues de la rate (A) et des ganglions lymphatiques 
périphériques (B) ont été enrichies magnétiquement en lymphocytes iNKT. Les suspensions 
cellulaires obtenues ont alors été stimulées pendant 3 heures en présence de PMA et de 
ionomycine et le nombre absolu de lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
 IL-
17
+
) a été déterminé pour les animaux de chaque groupe après analyse par cytométrie de flux (** : 
p<0,01, test t de Student, n = 5 souris ou plus dans chaque groupe, données regroupées de deux 
expériences indépendantes). 
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4.1.6. Modèle de l’expression de Nrp-1 au cours du développement et de l’homéostasie des 
lymphocytes iNKT  
  Les résultats décrits ci-dessus permettent de placer l’expression de Nrp-1 sur les 
lymphocytes iNKT dans le contexte de leur développement et de leur homéostasie (Figure 
32). Les précurseurs thymiques des lymphocytes iNKT expriment Nrp-1 jusqu’au stade 2, 
stade auquel ils sortent du thymus et colonisent les organes lymphoïdes périphériques. Les 
lymphocytes iNKT ETR représentent un ensemble hétérogène contenant des cellules encore 
en prolifération, des cellules productrices d’IL-17, des cellules productrices d’IL-4 et d’IL-13, 
très peu de cellules produisant IFN-γ. La maturation des lymphocytes iNKT s’accompagne 
d’une perte d’expression de Nrp-1 et de l’acquisition de la capacité à produire l’IFN-γ. Les 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 ne circulent que transitoirement dans les organes 
lymphoïdes à leur sortie du thymus et nichent sans doute préférentiellement dans les tissus. 
L’activation des lymphocytes iNKT par un glycolipide est capable d’induire à nouveau 
l’expression de Nrp-1 pendant plusieurs jours. 
 
 
Figure 32. Schéma récapitulatif de l’évolution du phénotype et du profil de production de 
cytokines des lymphocytes iNKT, des premières étapes du développement thymique à leur 
résidence dans les tissus et les organes lymphoïdes périphériques 
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4.2. La neuropiline-1 est exprimée par les lymphocytes T conventionnels activés et est 
impliquée dans différents mécanismes de régulation 
Les résultats obtenus sur les lymphocytes iNKT murins montrent que Nrp-1 est 
exprimé sur ces cellules après engagement du TCR. De plus, si Nrp-1 n’est pas exprimé sur 
les lymphocytes Treg Foxp3+ humains [196], il existe bien dans les organes lymphoïdes 
humains une population de lymphocytes T Nrp-1+ portant certains marqueurs de 
lymphocytes T activés (CD45RO+, CD69+) (données obtenues au laboratoire par Amédée 
Renand, doctorant). In vitro, l’activation de lymphocytes T humains par le TCR induit 
l’expression de Nrp-1 [196]. L’induction de Nrp-1 après engagement du TCR semble donc 
être une propriété conservée entre les lymphocytes iNKT murins et les lymphocytes T 
humains. Nous avons donc cherché à comprendre si les lymphocytes T conventionnels 
activés murins exprimaient aussi Nrp-1, quels facteurs moléculaires régulaient cette 
expression, et quel pouvait être le rôle de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés. 
4.2.1. Expression de Nrp-1 dans les précurseurs thymiques et les lymphocytes T 
conventionnels matures 
Après réarrangement de la chaîne β du TCR, la signalisation du pré-TCR dans les 
précurseurs thymiques immatures au stade de développement DN3 est nécessaire à la 
survie et à la prolifération des thymocytes au cours du processus appelé β-sélection [1]. La 
prolifération des thymocytes est requise pour effectuer le réarrangement de la chaîne α du 
TCR et exprimer un TCR de surface complet et fonctionnel. La prolifération des thymocytes 
cesse donc au stade DP tardif, avant le processus de sélection positive. 
J’ai voulu savoir si l’activation et la prolifération des thymocytes induite par la 
signalisation du pré-TCR s’accompagnait de l’expression de Nrp-1. L’étude des thymocytes 
de souris par cytométrie de flux a permis de définir les grandes étapes du développement 
des lymphocytes Tαβ et d’analyser l’expression de Nrp-1 dans chacun de ces intermédiaires 
(Figure 33). L’expression de Nrp-1 est nulle ou faible aux stades DN1 et DN2, puis elle 
augmente progressivement aux stades DN3, DN4 et ISP. Les thymocytes DP les moins 
avancés dans la sélection thymique (DP1) expriment encore fortement Nrp-1, mais les 
thymocytes DP en cours de sélection positive (DP2 et DP3) et les thymocytes matures SP 
CD4+ et CD8+ n’expriment pas ou peu Nrp-1. Conformément aux données de la littérature, 
les lymphocytes Treg thymiques (SP TCRβ+ CD4+ CD25+) expriment fortement Nrp-1, 
probablement suite à leur expression constitutive du facteur de transcription Foxp3. Ces 
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résultats montrent donc une corrélation forte entre l’expression de Nrp-1 et la prolifération 
des thymocytes induite par la signalisation du pré-TCR. 
 
Figure 33. Expression de Nrp-1 au cours du développement thymique 
Les thymocytes de souris C57BL/6 âgée de 6 semaines ont été préparés et marqués 
simultanément avec des anticorps dirigés contre CD4, CD8, CD25, CD44, TCRβ, CD69 et Nrp-1 
(ou son isotype contrôle) afin d’analyser l’expression de Nrp-1 dans les différents stades de 
développement des thymocytes. (A) Stratégie de caractérisation des différents stades de 
développement des thymocytes murins par leur phénotype de surface. (B) Schéma rappelant la 
séquence de différenciation des thymocytes, du premier stade DN1 aux stades les plus matures. 
(C) Expression de Nrp-1 dans chaque stade défini en (A). Cette analyse est représentative de trois 
expériences réalisées indépendamment. 
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Pour associer plus clairement l’expression de Nrp-1 à la prolifération des thymocytes, 
j’ai analysé l’expression de Nrp-1 dans les thymocytes en prolifération, repérés grâce à 
l’incorporation rapide de BrdU. Ces expériences ont révélé que les thymocytes en 
prolifération (BrdU+ FSChi) expriment en très grande majorité des niveaux élevés de Nrp-1 
(Figure 34). Ces expériences suggèrent donc que l’expression de Nrp-1 dans les 
thymocytes murins est associée à la prolifération induite par la signalisation du pré-TCR. 
 
 
Figure 34. Nrp-1 est exprimé fortement sur les thymocytes en prolifération in vivo 
Des souris C57BL/6 âgées de 6 semaines ont été injectées avec 2 mg de BrdU dans 200 µl de 
PBS en i.p., ou uniquement 200 µl de PBS (contrôle). Une heure après, les animaux ont été 
sacrifiés et leurs thymocytes préparés pour l’analyse de l’expression de Nrp-1 en surface et de 
l’incorporation de BrdU dans l’ADN. On voit dans les deux diagrammes de gauche que les 
thymocytes ayant incorporé le BrdU dans leur ADN dans l’heure précédent le sacrifice sont 
blastiques (FSC
hi
). La superposition d’histogrammes à droite compare l’expression de Nrp-1 dans 
les thymocytes BrdU
-
 (gris clair) et dans les thymocytes BrdU
+
 (trait noir). Cette expérience a été 
réalisée deux fois sur plusieurs animaux avec des observations similaires. 
 
Hormis les lymphocytes Treg CD25+, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ matures naïfs 
n’expriment pas Nrp-1 à leur sortie du thymus (Figure 23). Dans les organes lymphoïdes 
périphériques, la population de lymphocytes T (TCRβ+) est hétérogène et contient des 
lymphocytes Treg (CD4+ Foxp3+), des lymphocytes T naïfs (CD4+ CD44lo et CD8+ CD44lo), et 
des lymphocytes T mémoire (CD4+ CD44hi et CD8+ CD44hi). J’ai analysé l’expression de Nrp-
1 dans ces différentes sous-catégories de lymphocytes T définies par leur phénotype de 
surface et leur expression de Foxp3 (Figure 35). Les lymphocytes Treg Foxp3+ expriment 
fortement et en grande majorité Nrp-1, alors que les lymphocytes T naïfs n’expriment pas 
Nrp-1. Une proportion non-négligeable de lymphocytes T CD4+ et CD8+ mémoire exprime 
Nrp-1 de manière indépendante de l’expression des marqueurs des lymphocytes Treg Foxp3 
et CD25.  
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Figure 35. Expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T matures en périphérie 
Les splénocytes de souris C57BL/6 âgées de 8 semaines ont été préparés et marqués par des 
anticorps dirigés contre TCRβ, CD4, CD8, CD44, CD25, Nrp-1 (ou son isotype contrôle) et Foxp3 
(marquage intranucléaire). Les lymphocytes T (TCRβ
+
) CD4
+
 et CD8
+
 ont alors été sous-divisés 
selon leur expression de CD44 et Foxp3 en CD4 naïfs (CD4
+
 CD44
lo
), CD4 mémoire (CD4
+
 
CD44
hi
), Treg (Foxp3
+
), CD8 naïfs (CD8
+
 CD44
lo
) et CD8 mémoire (CD8
+
 CD44
hi
). La co-
expression de CD25 et Nrp-1 dans chacune de ces sous-populations de lymphocytes T est 
montrée dans la deuxième rangée de diagrammes. Les seuils de positivité pour l’expression de 
CD25 et Nrp-1 ont été placés en fonction du marquage avec les isotypes contrôles respectifs 
(dernière rangée), et le pourcentage de cellules dans chaque cadrant est indiqué pour chaque 
sous-population (moyenne ± erreur type, n = 3 souris). Cette expérience a été répétée deux fois 
avec des résultats similaires. 
 
Il existe une grande diversité dans les sous-types de lymphocytes T CD4+ et CD8+ 
mémoires, qui diffèrent notamment par les signaux nécessaires à leur homéostasie et par 
leur fréquence de renouvellement [19]. Il existe en particulier des sous-types de lymphocytes 
T mémoire dont la prolifération homéostatique est rapide et maintenue par l’activation de leur 
TCR par des complexes peptide/CMH [215-217]. L’analyse de l’expression du marqueur 
nucléaire associé à la prolifération Ki67 dans les lymphocytes T murins a révélé qu’environ 
50% des lymphocytes T CD8+ Nrp-1+ et CD4+ CD25- Nrp-1+ sont Ki67+ (Figure 36). Ces 
données suggèrent donc que les lymphocytes T mémoires exprimant Nrp-1 sont en 
prolifération et pourraient correspondre aux sous-types de lymphocytes dépendant de 
contacts TCR – peptide/CMH pour leur homéostasie. 
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Figure 36. Expression de Nrp-1 et du marqueur de prolifération Ki67 sur les lymphocytes T 
matures en périphérie 
Les splénocytes de souris C57BL/6 âgées de 8 semaines ont été préparés et marqués par des 
anticorps dirigés contre CD3ε, CD4, CD8, CD25, Nrp-1 (ou son isotype contrôle) et le marqueur de 
prolifération Ki67 (marquage intranucléaire). (A) Les lymphocytes T (FSC
lo
 CD3ε
+
) ont été sous-
divisés en CD8
+
, CD4
+
 CD25
-
 et CD4
+
 CD25
+
, et (B) la co-expression de Ki67 et Nrp-1 a été 
analysée dans ces trois sous-populations de lymphocytes T. Les seuils de positivité pour 
l’expression de Ki67 et Nrp-1 ont été placés en fonction du marquage avec les isotypes contrôles 
respectifs (dernière rangée), et le pourcentage de cellules dans chaque cadrant est indiqué pour 
chaque sous-population (moyenne ± erreur type, n = 3 souris). Cette expérience a été répétée 
deux fois avec des résultats similaires. 
 
L’ensemble de ces résultats obtenus sur les thymocytes et les lymphocytes T murins 
montre une corrélation nette entre la prolifération induite par l’activation du TCR et 
l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T murins. 
4.2.2. Nrp-1 est un marqueur d’activation des lymphocytes T conventionnels 
Afin de vérifier plus directement que l’expression de Nrp-1 était induite par l’activation 
du TCR, j’ai activé in vitro des lymphocytes T CD4+ naïfs par des anticorps anti-CD3ε et anti-
CD28. Après 48 heures d’activation, environ 40% des lymphocytes T activés expriment Nrp-
1 indépendamment de l’expression du facteur de transcription Foxp3 (Figure 37).  
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Figure 37. L’activation des lymphocytes T induit l’expression de Nrp-1 indépendamment de 
Foxp3 
Des lymphocytes T CD4
+
 naïfs (CD4
+
 CD25
-
 CD44
lo
) issus de rates et de ganglions lymphatiques 
de souris C57BL/6 ont été triés par cytométrie de flux et activés in vitro pendant 48 heures par 
stimulation du TCR en présence de co-stimulation. La co-expression de Foxp3 et de Nrp-1 (ou son 
isotype contrôle) a alors été analysée. 
 
L’intensité du signal d’activation et la présence de costimulation modulent 
l’expression de nombreux marqueurs d’activation des lymphocytes T (CD25 ou CD44 par 
exemple). Afin de mieux comprendre comment l’induction de Nrp-1 était modulée, j’ai suivi 
au cours du temps l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T CD8+ activés par différentes 
doses d’anticorps anti-CD3ε en présence ou non d’anti-CD28 (Figure 38). L’expression de 
Nrp-1 apparaît entre 12 et 24 heures d’activation, est maximale autour de 48 heures puis 
diminue légèrement. L’expression de Nrp-1 est corrélée à l’intensité de stimulation du TCR. 
La présence de costimulation n’est pas nécessaire à cette expression, mais est responsable 
d’une augmentation de l’expression de Nrp-1. 
 
 
Figure 38. L’induction de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés est modulée par l’intensité de 
la stimulation du TCR et la présence de co-stimulation 
Des lymphocytes T CD8
+
 triés magnétiquement à partir de rates et de ganglions lymphatiques de 
souris C57BL/6 ont été stimulés par activation plus ou moins forte de leur TCR en présence ou non 
de co-stimulation. L’expression de Nrp-1 (exprimée en pourcentage de cellules positives par 
rapport au marquage isotypique) sur les cellules activées pendant 0, 6, 24, 48 et 72 heures a été 
mesurée par cytométrie de flux. 
 
Les lymphocytes T CD8+ transgéniques de la lignée OT-1 portent un TCR 
reconnaissant le peptide dérivé de l’ovalbumine SIINFEKL présenté dans le contexte de la 
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molécule H-2Kb du TCR. J’ai utilisé ce modèle pour analyser comment la quantité d’antigène 
présenté par les cellules dendritiques et l’ajout d’IL-2 recombinante modulent l’expression de 
Nrp-1 induite par l’activation antigène-spécifique de lymphocytes T (Figure 39). Nous 
pouvons observer qu’en l’absence d’IL-2 recombinante exogène, une concentration de 
peptide de 10-11M induit la prolifération des lymphocytes T, mais pas l’expression de Nrp-1, 
alors que des concentrations plus élevées induisent une forte expression de Nrp-1 dans les 
lymphocytes T en division. La présence d’IL-2 exogène permet une expression plus forte et 
plus longue de Nrp-1 dans les lymphocytes T activés, même avec une faible dose de 
peptide. Pour des doses élevées de peptide (10-10M et 10-9M), le pic d’expression de Nrp-1 
est atteint après 36 heures d’activation. 
 
Figure 39. L’induction de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés dépend de la quantité 
d’antigène présentée et est modulée par la présence d’IL-2 
Des lymphocytes T CD8
+
 transgéniques pour le TCR spécifique du complexe peptide/CMH-I 
SIINFEKL/H-2K
b
 isolés des ganglions lymphatiques de souris OT-I Rag
-/-
 (fond génétique C57BL/6) 
ont été marqués au CFSE et cultivés en présence de cellules dendritiques isolées magnétiquement 
de rates de souris C57BL/6 sauvages et de différentes doses du peptide agoniste SIINFEKL en 
présence ou non d’IL-2. (A) Expression de Nrp-1 en fonction de la dilution de CFSE dans les 
cellules activées pendant 36 heures par ces différentes conditions. (B et C) Evolution temporelle de 
l’expression de Nrp-1 sur les cellules activées dans ces différentes conditions exprimée en 
pourcentage de cellules positives (B) ou en intensité moyenne de fluorescence (IMF) (C). 
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En résumé, ces résultats obtenus dans différents modèles d’activation in vitro 
révèlent que Nrp-1 possède les qualités d’un marqueur d’activation des lymphocytes T : 
l’expression de Nrp-1 est induite sur les lymphocytes T en division après stimulation du TCR 
de manière régulée par l’intensité de stimulation, la présence  d’un signal de costimulation et 
l’ajout d’IL-2 exogène. 
4.2.3. Mécanismes moléculaires impliqués dans l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes 
T activés 
Les lymphocytes T activés répondent beaucoup plus rapidement à une seconde 
activation. Cette propriété est à la base de l’efficacité des lymphocytes T mémoires dans 
l’élimination des agents infectieux déjà rencontrés. J’ai mis au point un modèle de 
réactivation des lymphocytes T murins pour analyser l’expression de Nrp-1 dans cette 
configuration (Figure 40A). Dans ce modèle, les lymphocytes T totaux d’une souris sont 
activés pendant 48 heures, puis mis au repos pendant 72 heures sans stimulation du TCR. 
L’expression de Nrp-1, qui était maximale après 48 heures d’activation (IMF d’environ 100 
u.a.), redevient faible après 3 jours de repos (IMF d’environ 20 u.a.). La réactivation des 
lymphocytes T  induit une réexpression de Nrp-1 dépendante de la dose d’anticorps anti-
CD3ε utilisée (Figure 40B) et du temps de restimulation (Figure 40C). Il est important de 
noter ici que l’ajout de brefeldine A pendant la phase de restimulation des lymphocytes T 
inhibe totalement la réexpression de Nrp-1. Ceci implique que la réexpression de Nrp-1 
nécessite un transport de protéines du RE vers l’appareil de Golgi [218] et suggère que les 
protéines Nrp-1 exportées à la membrane pendant ces quelques heures sont synthétisées 
en réponse à l’activation du TCR. 
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Figure 40. Modèle expérimental pour l’étude mécanistique de l’induction de Nrp-1 après 
activation des lymphocytes T par le TCR 
Ce modèle repose sur la capacité des lymphocytes T activés de répondre plus rapidement lors 
d’une seconde activation de leur TCR. Cette deuxième activation plus courte permet d’analyser 
l’effet de drogues inhibitrices de voies de signalisation sur l’induction de Nrp-1 après activation du 
TCR de manière plus spécifique. (A) Schéma de principe du modèle. La totalité des lymphocytes T 
sont isolés magnétiquement à partir de rates et ganglions lymphatiques de souris C57BL/6 de 
âgées de 8 à 12 semaines. Les lymphocytes T sont activés une première fois par 5 µg/ml 
d’anticorps anti-CD3ε et anti-CD28 pendant 48 heures. Les lymphocytes T activés vivants sont 
alors isolés par centrifugation sur gradient de Ficoll et remis en culture de repos pendant 72 heures 
uniquement en présence d’IL-2 (5-10 U/ml). Les lymphocytes T vivants sont encore isolés par 
centrifugation sur gradient de Ficoll et réactivés pendant quelques heures par anti-CD3ε en 
présence d’IL-2 (5-10 U/ml). Dans ces conditions, l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T 
réactivés dépend du temps (B) et de la quantité d’anti-CD3ε (C). Pour les expériences suivantes, 
les conditions de réactivation choisies étaient 6 heures avec 0,5 µg/ml d’anti-CD3ε. 
 
Les conditions optimales pour une réexpression maximale de Nrp-1 (0,5 µg/ml anti-
CD3ε pendant 6 heures) ont ensuite été choisies pour tester l’effet de drogues inhibitrices de 
la signalisation en aval de l’activation du TCR. La ciclosporine A (CsA) bloque l’activité 
phosphatase de la calcineurine sur son substrat NFAT et inhibe donc la voie de signalisation 
Ca2+/calcineurine/NFAT [6]. Dans le système expérimental décrit plus haut, l’utilisation d’une 
faible dose de CsA (10 ng/ml) bloque presque intégralement la réexpression de Nrp-1 alors 
que son effet sur l’induction du marqueur d’activation CD69 est minime (et non significatif) 
(Figure 41, en bleu). Une dose élevée de CsA (100 ng/ml, concentration plasmatique 
recommandée chez les patients pour maintenir l’effet immunosuppresseur) bloque 
totalement la réexpression de Nrp-1 et affecte aussi significativement l’induction de CD69 
(Figure 41, en rouge). Il semble donc que la signalisation par la voie 
112 
 
Ca2+/calcineurine/NFAT soit particulièrement impliquée dans l’expression de Nrp-1 dans les 
lymphocytes T réactivés. En accord avec cette hypothèse, l’influx intracellulaire massif de 
Ca2+ déclenché par la molécule ionophore ionomycine suffit à induire une expression forte de 
Nrp-1 sur des lymphocytes T préalablement activés puis laissés au repos (Figure 42). 
 
 
Figure 41. La voie de signalisation Ca
2+
/calcineurine/NFAT est requise pour l’induction de 
Nrp-1 après activation des lymphocytes T par le TCR 
Dans le modèle précédent, l’inhibiteur de la voie de signalisation Ca
2+
/calcineurine/NFAT 
ciclosporine A (CsA) a été ajouté pendant la phase de réactivation et l’expression de Nrp-1 (A et C) 
et du marqueur d’activation précoce CD69 (B et D) ont été analysées par cytométrie de flux. Les 
résultats de trois expériences indépendantes ont été rassemblés pour établir les analyses 
statistiques montrées en (C) et en (D) (ns : non significatif ; * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001, 
test t de Student). 
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Figure 42. L’influx intracellulaire massif de Ca
2+
 est suffisant pour induire Nrp-1 sur les 
lymphocytes T 
Dans le modèle précédent, les lymphocytes T ont été réactivés uniquement en présence du 
ionophore de Ca
2+
 ionomycine et sans stimulation du TCR, et l’expression de Nrp-1 a été analysée 
après 6 heures. 
 
L’activation de p38 est impliquée dans la prolifération des lymphocytes et la 
production de cytokines comme l’IL-2, l’IL-4 et l’IFN-γ après stimulation des lymphocytes T 
[219]. L’activation de p38 est responsable de l’expression de Nrp-1 dans certaines cellules 
tumorales [154, 155]. Cependant, dans le système expérimental décrit plus haut, l’utilisation 
d’un inhibiteur de p38 n’a pas eu d’effet sur la réexpression de Nrp-1 et de CD69 à la dose 
couramment utilisée (1 µM) (Figure 43, en bleu). Seule une dose dix fois plus importante a 
eu un effet détectable (Figure 43, en rouge). Il semble donc que, contrairement à la voie de 
signalisation Ca2+/calcineurine/NFAT, l’activation de la kinase p38 ne soit pas primordiale 
pour l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T réactivés. 
 
 
Figure 43. L’activation de la kinase p38 est peu impliquée dans l’induction de Nrp-1 sur les 
lymphocytes T activés par le TCR 
Dans le modèle précédent, l’inhibiteur de la kinase p38 SB203580 a été ajouté pendant la phase de 
ré-activation et l’expression de Nrp-1 (A) et du marqueur d’activation précoce CD69 (B) ont été 
analysées par cytométrie de flux. 
 
J’ai ensuite cherché à savoir si l’activité du facteur de transcription NFAT était aussi 
nécessaire à l’expression de Nrp-1 lors de la première activation des lymphocytes T. 
L’activation de la calcineurine par un mécanisme dépendant de la concentration 
intracytoplasmique en Ca2+ induit la déphosphorylation de NFAT et son entrée dans le noyau 
où il active la transcription de ses gènes cibles [6]. La phosphorylation de NFAT par la kinase 
GSK3 entraine la sortie de NFAT du noyau et inhibe donc son activité [220]. Ile est possible 
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de moduler négativement l’activité de NFAT en utilisant la ciclosporine A, et la moduler 
positivement en utilisant un inhibiteur de GSK3 comme le chlorure de lithium (LiCl) [220, 
221]. J’ai utilisé le modèle des lymphocytes T CD8+ OT-1 activés par des cellules 
dendritiques « pulsées » avec deux doses de peptide agoniste (10-9M et 10-8M) pour étudier 
l’effet de ces drogues sur l’expression de Nrp-1 induite par l’activation primaire des 
lymphocytes T. 
 
Figure 44. Effets antagonistes de la ciclosporine A et du lithium sur l’expression de Nrp-1 
dans les lymphocytes T CD8
+
 activés par le TCR 
Des lymphocytes T CD8
+
 issus de souris OT-I Rag
-/-
 ont été marqués au CFSE et cultivés en 
présence de cellules dendritiques (DC) pulsées avec différentes doses du peptide agoniste 
SIINFEKL. L’effet de l’inhibiteur de la voie Ca
2+
/calcineurine/NFAT CsA (10 ng/ml) et de l’inhibiteur 
de GSK3 LiCl (10 mM) sur l’expression de Nrp-1 induite par l’activation des lymphocytes T. (A) 
Expression de Nrp-1 en fonction de la dilution de CFSE dans les cellules activées pendant 36 
heures par ces différentes conditions. (B) Quantification de l’intensité moyenne de fluorescence 
(IMF) relative de Nrp-1 sur les lymphocytes T CD8
+
 selon le nombre de divisions effectuées et les 
conditions de culture. Ces résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes. 
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Dans ces conditions, l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T après 36 heures 
dépend de la concentration en peptide à la surface des DC et du nombre de divisions 
(Figure 44A, colonne de gauche et Figure 44B, en noir). La modulation de l’activité de 
NFAT a des effets marqués sur l’expression de Nrp-1 : une faible dose de CsA (10 ng/ml) 
réduit l’expression de Nrp-1 (Figure 44A, colonne du milieu et Figure 44B, en bleu), alors 
que l’ajout de LiCl (10 mM) augmente l’expression de Nrp-1 (Figure 44A, colonne de droite 
et Figure 44B, en rouge). L’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T activés est donc 
dépendante de l’activité du facteur de transcription NFAT. 
En résumé, ces résultats soulignent l’importance de la voie de signalisation 
Ca2+/calcineurine/NFAT dans l’induction de Nrp-1 après activation des lymphocytes T par le 
TCR. 
4.2.4. Nrp-1 intègre différents signaux régulateurs autocrines et paracrines dans les 
lymphocytes T activés 
 Les récepteurs exprimés à la surface des lymphocytes T en division après activation 
du TCR peuvent servir des fonctions opposées : favoriser la prolifération comme c’est le cas 
pour le CD25 par exemple, ou au contraire inhiber la prolifération et l’activation comme c’est 
le cas pour les récepteurs CTLA-4 ou PD-1. Afin de comprendre si Nrp-1 sert des fonctions 
activatrices ou inhibitrices dans l’activation et la prolifération des lymphocytes T murins 
conventionnels, j’ai utilisé un anticorps bloquant anti-Nrp-1 dans des expériences d’activation 
de lymphocytes T in vitro. Le blocage de la fixation de ligands sur Nrp-1 pendant l’activation 
de lymphocytes T CD4+ CD25- triés induit une prolifération plus intense des lymphocytes 
(Figure 45). Cette expérience a été reproduite sur des activations de lymphocytes T CD8+ 
polyclonaux avec des résultats semblables. Il semble donc que Nrp-1 transmette un signal 
inhibiteur sur la prolifération des lymphocytes T activés. Puisque dans ces expériences les 
lymphocytes T étaient cultivés seuls, le ligand de Nrp-1 responsable de l’inhibition de la 
prolifération doit être sécrété par les lymphocytes T activés eux-mêmes. 
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Figure 45. L’induction de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés est impliquée dans une boucle 
de régulation négative endogène 
Des lymphocytes T CD4
+
 CD25
-
 triés magnétiquement à partir de rates et de ganglions 
lymphatiques de souris C57BL/6 ont été marqués au CFSE et activés par 5 µg/ml d’anti-CD3ε et 
d’anti-CD28, en présence ou non d’anticorps bloquant anti-Nrp-1 (10 µg/ml) pendant 72 heures. (A) 
Analyse de la prolifération par dilution du CFSE. (B) Quantification de la prolifération en présence 
ou non d’anti-Nrp-1 par le score de prolifération (IMF(CFSE)Non-activé / IMF(CFSE)condition) (** : p< 
0,01, test t de Student). 
 
La sémaphorine-3A (Sema3A), ligand majeur de Nrp-1 dans le système nerveux, 
inhibe l’activation des lymphocytes T humains [207, 208]. De plus, les lymphocytes T de 
souris Sema3A-/- montrent une prolifération exacerbée en réponse à l’activation par le TCR 
[210]. Sema3A est donc un bon candidat pour être le ligand de Nrp-1 impliqué dans 
l’inhibition de la prolifération des lymphocytes T activés. Alors que les lymphocytes T naïfs 
n’expriment pas Sema3A au repos, l’activation par le TCR induit une expression de Sema3A 
qui est maximale entre 24 et 48 heures après activation (Figure 46).  
 
Figure 46. Le ligand de Nrp-1, Sema3A, est produit par les lymphocytes T activés 
Deux millions de lymphocytes T CD4
+
 naïfs (CD4
+
 CD25
-
 CD44
lo
) triés par cytométrie de flux à 
partir de rates et de ganglions lymphatiques de souris C57BL/6 ont activés par 5 µg/ml d’anti-CD3ε 
et d’anti-CD28 pendant 0, 12, 24, 48 ou 72 heures. Des lysats cellulaires totaux ont été préparés 
pour chaque condition et le contenu intracellulaire total en Sema3A a été analysé par western blot, 
et quantifié par densitométrie optique relativement au contenu en actine. 
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En outre, l’ajout de Sema3A exogène diminue la prolifération des lymphocytes T 
activés par anti-CD3ε et anti-CD28 (Figure 47). Ces résultats suggèrent donc que la 
production du ligand Sema3A et l’expression de son récepteur Nrp-1 après activation du 
TCR régulent de concert la prolifération des lymphocytes T. 
 
 
Figure 47. Le ligand de Nrp-1, Sema3A, régule négativement la prolifération des 
lymphocytes T activés 
Des lymphocytes T CD4
+
 CD25
-
 triés magnétiquement à partir de rates et de ganglions 
lymphatiques de souris C57BL/6 ont été marqués au CFSE et activés par 5 µg/ml d’anti-CD3ε et 
d’anti-CD28, en présence ou non de Sema3A recombinante (200 ng/ml) pendant 72 heures. (A) 
Analyse de la prolifération par dilution du CFSE. (B) Quantification de la prolifération en présence 
ou non de Sema3A par le score de prolifération (** : p< 0,01, test t de Student). 
 
Récemment, plusieurs études ont montré que Nrp-1 pouvait aussi servir de récepteur 
au facteur de croissance TGF-β1 [171, 173, 174]. Cette molécule pléïotrope est notamment 
connue pour être à la fois un suppresseur de  la prolifération des lymphocytes T et un agent 
différenciant des lymphocytes Treg Foxp3+ [13]. Les lymphocytes T activés sont une source 
active de TGF-β1 [17], ce qui fait de cette cytokine un autre ligand de Nrp-1 possiblement 
impliqué dans  la régulation négative de la prolifération des lymphocytes T activés. In vitro, 
l’ajout de TGF-β1 exogène lors de l’activation de lymphocytes T CD4+ CD25- diminue la 
prolifération et induit l’expression de Foxp3 dans les lymphocytes T activés. L’ajout de 
l’anticorps bloquant anti-Nrp-1 rétablit la prolifération des lymphocytes T et réduit 
partiellement l’induction de Foxp3 (Figure 48). Par conséquent, Nrp-1 exprimé sur les 
lymphocytes T activés sensibilise ces cellules à l’action inhibitrice et différenciante du TGF-
β1.  
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Figure 48. L’induction de Nrp-1 sensibilise les lymphocytes T activés à l’action régulatrice et 
différenciante du TGF-β1 
Des lymphocytes T CD4
+
 CD25
-
 triés magnétiquement à partir de rates et de ganglions 
lymphatiques de souris C57BL/6 ont été marqués au CFSE et activés par 5 µg/ml d’anti-CD3ε et 
d’anti-CD28, en présence ou non de TGF-β1 (5 ng/ml) et d’anticorps bloquant anti-Nrp-1 (10 µg/ml) 
pendant 72 heures. (A) Analyse de la prolifération par dilution du CFSE. (B) Afin de regrouper les 
résultats de plusieurs expériences indépendantes nous avons calculé, à partir du score de 
prolifération dans chaque condition, un pourcentage d’induction relative de prolifération : 
(scorecondition / scoreActivé) x 100. Le graphique montre les résultats issus de trois expériences 
indépendantes (** : p<0,01 ; *** : p<0,001, test t de Student). (C) Analyse de l’induction de Foxp3 
dans les lymphocytes T CD4+ activés. Le pourcentage de cellules Foxp3
+
 dans chaque condition 
est indiqué dans le cadrant (moyenne ± erreur type). (D) Afin de regrouper les résultats de 
plusieurs expériences indépendantes nous avons calculé, à partir du pourcentage de cellules 
Foxp3
+
 dans chaque condition, un pourcentage d’induction relative de Foxp3 : (%(Foxp3+)condition / 
%(Foxp3+)Activé + TGF-β1) x 100. Le graphique montre les résultats issus de trois expériences 
indépendantes (* : p<0,05 ; *** : p<0,001, test t de Student). 
 
Collectivement, ces résultats indiquent que Nrp-1 transmet les signaux inhibiteurs 
autocrines et/ou paracrines de Sema3A et de TGF-β1 dans les lymphocytes T activés. 
4.2.5. Conclusion : modèles moléculaire et fonctionnel de l’expression de Nrp-1 dans les 
lymphocytes T activés 
Les résultats obtenus sur les lymphocytes T activés me permettent d’établir un 
modèle du mécanisme moléculaire de l’induction de l’expression de Nrp-1 dans les 
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lymphocytes T activés par le TCR (Figure 49). Après ligation du TCR, la signalisation du 
complexe CD3/TCR aboutit à l’élévation de la concentration intracytoplasmique en Ca2+, ce 
qui induit, via l’activation de la calcineurine, la déphosphorylation et la translocation nucléaire 
du facteur de transcription NFAT. NFAT active la transcription du gène NRP1 et permet 
l’expression de la protéine Nrp-1 à la membrane des lymphocytes T activés. L’effet de NFAT 
est inhibé par l’activité de GSK3 qui, en phosphorylant NFAT, entraine son export vers le 
cytosol. L’ajout de drogues pendant l’activation des lymphocytes T permet de moduler 
l’expression de Nrp-1 : la ciclosporine A inhibe l’activation de NFAT et régule négativement 
l’expression de Nrp-1, mais le chlorure de lithium inhibe l’activité de GSK3 et maintient NFAT 
actif dans le noyau ce qui augmente l’expression de Nrp-1. 
 
 
Figure 49. Schéma du mécanisme moléculaire d’induction de l’expression de Nrp-1 dans les 
lymphocytes T activés par le TCR 
 
Les expériences utilisant l’anticorps bloquant anti-Nrp-1 in vitro me permettent aussi 
d’établir un modèle des mécanismes de régulation de la prolifération des lymphocytes T 
dépendant de l’expression de Nrp-1 (Figure 50). L’activation des lymphocytes T par le TCR 
induit l’expression de Nrp-1 à la surface des cellules en division, mais induit aussi la 
sécrétion de Sema3A et de TGF-β1. Ces deux dernières molécules se fixent sur Nrp-1 et ont 
des effets inhibiteurs sur la prolifération des lymphocytes T. Outre son effet sur la 
prolifération, le TGF-β1 induit, en partie via Nrp-1, la différenciation en lymphocytes Treg 
Foxp3+, eux-mêmes capables de réguler négativement la prolifération des lymphocytes T. 
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Figure 50. Schéma des mécanismes autocrines et paracrines de régulation de la 
prolifération des lymphocytes T dépendant de l’expression de Nrp-1 
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5. Discussion et perspectives 
5.1. Caractérisation et maturation des lymphocytes iNKT ETR 
Deux expériences complémentaires m’ont permis de conclure que les lymphocytes 
iNKT Nrp-1+ représentaient, dans la rate des souris adultes, les lymphocytes iNKT RTE. 
D’une part, le marquage in situ des thymocytes avec le fluorochrome FITC a permis de 
suivre, en périphérie, le phénotype des lymphocytes iNKT récemment exporté du thymus. 
Par cette méthode, j’ai mis en évidence que la très grande majorité (80-90%) des 
lymphocytes iNKT ETR exprime fortement Nrp-1. Cependant, la population de lymphocytes 
iNKT Nrp-1+ spléniques pourraient représenter un mélange hétérogènes de lymphocytes 
ETR et de cellules iNKT NK1.1- matures ou de cellules iNKT récemment activées. Pour 
répondre à cette question, j’ai procédé à l’expérience réciproque : après l’ablation du thymus, 
les souris adultes ne devraient plus présenter dans leurs organes périphériques de 
lymphocytes iNKT ETR. J’ai choisi de pratiquer la thymectomie sur des souris âgées de 8 
semaines car à cet âge, le nombre et la proportion de lymphocytes iNKT en périphérie est 
stable et la thymectomie n’a que peu d’influence sur les lymphocytes iNKT matures [64]. De 
manière spectaculaire, la population de lymphocytes iNKT immatures Nrp-1+ CD69- avait 
presque totalement disparu de la rate des souris ayant subi une thymectomie. Le nombre et 
la proportion de lymphocytes iNKT matures spléniques n’ont par contre pas été affectés 
significativement par l’ablation du thymus. Cette expérience implique donc que la population 
de lymphocytes iNKT Nrp-1+ spléniques est entièrement dépendante de l’export thymique, ce 
qui conforte l’idée que cette population représente les lymphocytes iNKT ETR. 
L’analyse des différents stades de maturation thymique des lymphocytes iNKT murins 
avait permis, dans deux études distinctes parues en 2002, de caractériser le phénotype des 
lymphocytes iNKT qui sortaient du thymus [40, 41]. Ces deux études concluaient que les 
lymphocytes iNKT ETR portaient le phénotype NK1.1- CD44hi. De plus, l’analyse de 
l’expression du marqueur précoce d’activation CD69 sur les lymphocytes iNKT de souris 
nouveaux-nées a révélé que les premiers lymphocytes iNKT qui sortent du thymus pour 
coloniser la rate sont CD69- et qu’ils n’acquièrent l’expression de CD69 qu’après plusieurs 
jours [56]. Bien que dans cette dernière étude l’export des lymphocytes iNKT n’ait pas été 
analysé directement par une expérience d’injection de FITC intra-thymique, ces résultats 
suggèrent que CD69 n’est pas exprimé sur les lymphocytes iNKT ETR et que son 
expression n’intervient qu’après maturation en périphérie. Mes résultats montrent que les 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ ont le phénotype CD44hi NK1.1- CD69- analogue aux lymphocytes 
iNKT tymiques du stade 2. Mes résultats sont donc concordants avec les données de la 
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littérature et permettent d’établir que le phénotype CD44hi NK1.1- CD69- Nrp-1+ est 
caractéristique des lymphocytes iNKT ETR. 
L’état de lymphocyte ETR n’est que transitoire et aboutit à la maturation périphérique 
des lymphocytes iNKT en cellules matures. L’état de maturité des lymphocytes iNKT peut 
être vérifié par leur expression du marqueur NK1.1 ou de CD69, ainsi que de l’expression du 
récepteur de l’IL-15 CD122. De fait, il a été montré que les lymphocytes iNKT ETR, 
majoritairement NK1.1-, acquièrent rapidement l’expression de NK1.1 après leur sortie du 
thymus [40]. Cette maturation peut aussi avoir lieu dans le thymus et donne les lymphocytes 
iNKT thymiques de stade 3 qui persistent dans le thymus pour de très longues périodes [45]. 
Cependant, en périphérie, certains lymphocytes iNKT persistent avec le phénotype NK1.1- 
même après ablation du thymus, ce qui suggère qu’il existe un sous-type de lymphocytes 
iNKT NK1.1- matures [64]. Il a été montré que la maturation des lymphocytes iNKT et 
l’acquisition du marqueur NK1.1 est dépendante de l’action de l’IL-15 via son récepteur 
CD122 [59, 60]. Or, si l’expression de CD122 sur les lymphocytes iNKT Nrp-1+ est 
généralement faible, une proportion non-négligeable de ces cellules exprime CD122. Ceci 
suggère que les lymphocytes iNKT Nrp-1+ CD122+ représentent un intermédiaire de 
maturation plus avancé vers le stade NK1.1+ que les lymphocytes iNKT Nrp-1+ CD122-. Ces 
derniers pourraient être les précurseurs des lymphocytes iNKT NK1.1- matures décrits par 
McNab et al. [64].  
L’expression de CD1d par les cellules présentatrices d’antigènes, et donc la 
présentation de ligands glycolipidiques endogènes, n’est pas requise en périphérie pour la 
survie et la prolifération homéostatique des lymphocytes iNKT [61, 63]. Cependant, 
l’expression de CD1d en périphérie joue un rôle important dans la maturation des 
lymphocytes iNKT et l’acquisition de NK1.1 [62, 63]. Ces résultats suggèrent que la 
maturation des lymphocytes iNKT ETR dépend, au moins en partie, de la reconnaissance 
d’un ou plusieurs ligands endogènes présentés par des cellules CD1d+ en périphérie. En 
accord avec cette hypothèse, l’analyse du répertoire Vβ du TCR semi-invariant des 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ spléniques a révélé un biais de représentation des réarrangements 
mettant en jeu les segments Vβ2 et Vβ7, qui confèrent une plus faible affinité du TCR semi-
invariant pour des complexes CD1d/glycolipide que le segment dominant Vβ8.2 [31, 213]. 
Cependant, les travaux de McNab et al. montraient que l’expression de CD1d en périphérie 
n’était pas nécessaire à l’expression de CD69 par les lymphocytes iNKT après leur sortie du 
thymus [62]. Il s’avère donc que la reconnaissance de ligands endogènes présentés en 
périphérie par des cellules CD1d+ participe à l’acquisition du phénotype mature, mais n’est 
pas à elle seule responsable de l’acquisition de tous les marqueurs phénotypiques de 
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maturation. Il y a donc sans doute un rôle concerté de l’IL-15 et de ligands endogènes dans 
la maturation des lymphocytes iNKT après leur sortie du thymus.  
L’intérêt du marqueur Nrp-1 réside donc en partie dans son utilité pour discriminer, 
dans les organes périphériques de souris C57BL/6, les lymphocytes iNKT ETR des 
lymphocytes iNKT NK1.1- matures. En effet, alors que tous les lymphocytes iNKT Nrp-1+ 
sont NK1.1-, conformément au phénotype déjà observé sur les lymphocytes iNKT ETR, les 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ ne représentent qu’une partie des lymphocytes iNKT NK1.1- 
spléniques (environ 30%). On peut donc conclure que la population de lymphocytes iNKT 
NK1.1- spléniques est constituée au 1/3 de lymphocytes iNKT ETR, et aux 2/3 de 
lymphocytes matures. Ce chiffre est plutôt en accord avec les résultats de l’étude de McNab 
et al. qui montre que la proportion et le nombre de lymphocytes iNKT NK1.1- spléniques 
diminuent d’environ 25% et 50% respectivement après une ablation du thymus dans les 
souris adultes [64]. D’autre part, plusieurs souches de souris couramment utilisée dans des 
études en immunologie et en pathologie ne portent pas le locus génétique contenant le gène 
de NK1.1. C’est notamment le cas des souris Balb/c et NOD. Il et donc délicat d’établir 
l’immaturité des lymphocytes iNKT thymiques et périphériques dans ces souches sans 
l’utilisation du marqueur NK1.1. L’utilisation du marqueur Nrp-1, qui est exprimé sur les 
lymphocytes iNKT dans ces souris, permet de distinguer les stades du développement et de 
la maturation des lymphocytes iNKT les plus immatures. Ainsi, on pourrait dans ces souris 
distinguer les lymphocytes iNKT thymiques du stade 1 (CD44lo Nrp-1+), du stade 2 (CD44hi 
Nrp-1+) et du stade 3 (CD44hi Nrp-1-), ainsi que les lymphocytes iNKT périphériques les plus 
immatures. J’ai d’ailleurs trouvé que la proportion de lymphocytes iNKT Nrp-1+ dans la rate 
de souris Balb/c était plus importante que dans des souris C57BL/6 de même âge (35-40% 
contre 10-15%). Ce résultat est en accord avec la plus grande proportion de lymphocytes 
iNKT NK1.1- retrouvés dans la rate de souris Balb/c congéniques portant le locus génétique 
de NK1.1 [222]. 
L’analyse de l’expression de Nrp-1 sur les différents stades de développement des 
thymocytes et sur les lymphocytes T conventionnels ETR a montré que seuls les 
lymphocytes Treg Foxp3+ CD25+ et les lymphocytes iNKT portent Nrp-1 à leur sortie du 
thymus. Il s’agit donc d’un trait phénotypique qui distingue ces deux populations de 
lymphocytes T αβ particulières des lymphocytes T conventionnels naïfs. Il semble pourtant 
que les raisons de l’expression de Nrp-1 dans ces deux sous-types soient différentes. En 
effet, l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes Treg Foxp3+ est placée sous le contrôle 
direct du facteur de transcription Foxp3 et est indépendante de l’activation par le TCR [189]. 
Par contre, l’expression de Nrp-1 dans les thymocytes immatures et les lymphocytes iNKT 
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des stades 1 et 2 est corrélée à la prolifération induite par le signal du pré-TCR et du TCR 
respectivement. Je pense donc que l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes iNKT ETR est 
un marqueur phénotypique rémanent de leur sélection positive par les thymocytes corticaux 
[33, 34].  
L’abondance relative élevée des lymphocytes iNKT Nrp-1+ dans les ganglions 
lymphatiques est un résultat intéressant. Notons tout d’abord que le phénotype des 
lymphocytes iNKT Nrp-1+ des ganglions lymphatiques est semblable à celui de ces cellules 
dans la rate : NK1.1- CD69- CD122lo CD4+/-. Dans une étude préalable, l’analyse des 
lymphocytes iNKT colonisant les ganglions lymphatiques périphériques avait montré que ces 
lymphocytes iNKT étaient en majorité NK1.1- et CD122- [65]. Nos résultats sont donc en 
accord avec cette étude. Une question demeure : les lymphocytes iNKT Nrp-1+ des 
ganglions lymphatiques sont-ils des cellules récemment sorties du thymus ? Le faible 
nombre de lymphocytes iNKT présents dans les ganglions rend l’étude directe des 
lymphocytes iNKT ETR après injection intra-thymique de FITC difficile dans ces organes. 
Les résultats de mes expériences de thymectomie suggèrent que les lymphocytes iNKT des 
ganglions dépendent beaucoup de l’export thymique. Cependant, la thymectomie de souris à 
l’âge adulte abroge l’export de lymphocytes T conventionnels naïfs vers les ganglions et 
induit ainsi une diminution nette de la taille de ces organes. Il est donc aussi probable que 
l’effet de la thymectomie sur les nombres de lymphocytes iNKT dans les ganglions soit dû à 
cette diminution de la taille des ganglions. Dans tous les cas, les ganglions lymphatiques 
semblent être un environnement où la maturation des lymphocytes iNKT n’est pas aussi 
rapide que dans la rate ou le foie, puisque les lymphocytes iNKT Nrp-1+ NK1.1- CD122lo y 
sont présents abondamment, même dans des souris d’âge plus avancé [65]. 
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5.2. Fonctionnalité des lymphocytes iNKT ETR 
Grâce au nouveau marqueur Nrp-1 qui semble exclusivement exprimé sur les 
lymphocytes iNKT ETR dans les souris naïves, j’ai pu analyser un certain nombre de 
caractéristiques de ces cellules. Puisque Nrp-1 est à ce jour et à ma connaissance le seul 
marqueur permettant de décrire spécifiquement les lymphocytes iNKT ETR, je n’ai pu, pour 
confronter mes données à celles de la littérature, que faire référence à des études portant 
sur les lymphocytes iNKT thymiques du stade 2 ou aux lymphocytes iNKT NK1.1- 
périphériques. J’ai ainsi pu remarquer qu’une grande partie des lymphocytes iNKT ETR 
(environ 30%) expriment Ki67 ou incorporent le BrdU, ce qui est le signe d’une prolifération 
active. Il est cependant difficile de dire si les lymphocytes iNKT ETR prolifèrent encore 
longtemps après leur sortie du thymus ou si l’expression de Ki67 et le BrdU incorporé ne 
sont que des caractères rémanents de la vague de prolifération intrathymique subie par les 
lymphocytes iNKT au cours de leur développement. En l’absence de stimulus antigénique, 
les lymphocytes iNKT ETR triés ne sont pas capables de proliférer in vitro. Par contre, les 
lymphocytes iNKT ETR ont une plus grande capacité à proliférer en réponse à une activation 
spécifique par α-GalCer. La prolifération in vivo des lymphocytes iNKT thymiques NK1.1- et 
en particulier de ceux du stade 2 est déjà bien connue [24, 40, 44, 58]. De même, il a été 
observé que l’incorporation de BrdU est plus importante dans les lymphocytes iNKT NK1.1- 
que dans les lymphocytes iNKT NK1.1+ spléniques quand cet analogue de thymidine est 
donné en continu aux souris pendant 5 jours [63, 64]. Mes données sont donc concordantes 
avec ces observations préalables et suggèrent même que les lymphocytes iNKT RTE sont 
les principaux responsables de l’incorporation accrue de BrdU par l’ensemble des 
lymphocytes iNKT NK1.1-. 
D’autre part, j’ai pu analyser la production de cytokines par les lymphocytes iNKT 
Nrp-1+ et Nrp-1- après activation par α-GalCer in vitro et in vivo. J’ai pu observer des 
différences majeures de production de cytokines entre les lymphocytes iNKT ETR (Nrp-1+) et 
les lymphocytes iNKT matures (Nrp-1-). In vitro, les lymphocytes iNKT ETR produisent, 
pendant 72 heures d’activation, 10 fois moins d’IFN-γ et 3-4 fois plus d’IL-4 que les 
lymphocytes iNKT matures. Ce résultat est en accord avec le biais de production de 
cytokines TH2 des lymphocytes iNKT thymiques du stade 2 [40, 41], ce qui suggère donc que 
la sortie du thymus n’est pas responsable en soi d’un changement des propriétés effectrices 
des lymphocytes  iNKT. Il apparaît cependant que divers sous-types de lymphocytes iNKT 
ont, dès leur développement dans le thymus, des propriétés de production de cytokines très 
diverses [77]. Il est donc intéressant de comprendre si le biais de production de cytokines 
TH2 par les lymphocytes iNKT ETR est dû à un biais de production de l’ensemble de ces 
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cellules, ou plutôt à la présence parmi cette population d’un sous-groupe de cellules 
capables de produire plus de cytokines TH2 plus longtemps. Pour ce faire, j’ai analysé la 
diversité des profils de production de cytokines au sein des lymphocytes iNKT ETR et 
matures après injection d’α-GalCer in vivo. Ces analyses m’ont permis de conclure que la 
grande majorité des lymphocytes iNKT matures produisent à la fois des cytokines TH1 (IFN-
γ) et TH2 (IL-4 et/ou IL-13). Ce résultat suggère que la diversité des profils effecteurs des 
lymphocytes iNKT n’est pas si grande au sein des lymphocytes iNKT matures, en tous cas 
dans le système d’activation in vivo que j’ai utilisé. En revanche, parmi les lymphocytes iNKT 
ETR, j’ai pu observer que près de la moitié de ces cellules ne produisait ni IFN-γ, ni IL-4, ni 
IL-13. Et parmi les cellules iNKT Nrp-1+ qui produisaient au moins une de ces trois cytokines 
2H après l’injection d’α-GalCer,  au moins 40% ne produisaient que des cytokines TH2 et pas 
d’IFN-γ. Ces données in vivo suggèrent que le biais de production de cytokines TH2 par les 
lymphocytes iNKT ETR n’est pas le fait de l’ensemble de ces cellules, mais plutôt d’un sous-
groupe de lymphocytes iNKT ETR. La capacité supérieure des lymphocytes iNKT ETR à 
proliférer en réponse à α-GalCer in vitro n’est sans doute pas étrangère à la plus forte 
production d’IL-4 mesurée dans les surnageants de ces cellules. On peut légitimement se 
demander si les cellules iNKT ETR non-productrices d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-13 sont capables 
de produire d’autres cytokines. En effet, la diversité des sous-types de lymphocytes iNKT 
thymiques, en termes de production de cytokines différentes, semble être contenue plutôt 
dans le compartiment NK1.1- [77]. Il est probable que les lymphocytes iNKT ETR aient 
encore une plasticité fonctionnelle et soient capables de produire des cytokines très variées, 
à l’image des lymphocytes T naïfs. Ce ne serait qu’au moment de leur maturation que 
l’expression de T-bet, forcée par la signalisation de l’IL-15 via CD122 [57, 59], scellerait leur 
destin de producteurs d’IFN-γ. 
 
 
Figure 51. Expression de PD-1 dans les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et Nrp-1
+
 de la rate 
Les lymphocytes de la rate de souris C57BL/6 âgée de 8 semaines ont été préparés pour l’analyse 
par cytométrie de flux de l’expression de PD-1 sur les lymphocytes iNKT (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) Nrp-1
-
 
et Nrp-1
+
. Ce résultat est représentatif de trois expériences indépendantes. 
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Une autre hypothèse pouvant expliquer l’absence de sécrétion de cytokines par une 
grande partie des lymphocytes iNKT ETR activés in vivo est que ces cellules sont 
anergiques du fait de leur activation préalable dans le thymus. En effet, on sait que 
l’activation des lymphocytes iNKT par leur TCR induit un état d’anergie qui les rend 
inefficaces à répondre à une deuxième activation [72]. Cette période d’anergie peut durer 
plus de trente jours et est dépendante de l’expression du récepteur inhibiteur PD-1 à la 
surface des lymphocytes iNKT après activation [75, 76]. Or l’analyse de l’expression de PD-1 
à la surface des lymphocytes iNKT a montré que les lymphocytes iNKT ETR Nrp-1+ 
expriment faiblement PD-1 alors que les lymphocytes iNKT matures Nrp-1- n’expriment pas 
cette molécule (Figure 51). Il est donc possible que cette expression de PD-1 empêche 
partiellement, ou retarde, l’activation des lymphocytes iNKT ETR en réponse à l’injection d’α-
GalCer in vivo.  
Si la découverte du marqueur spécifique Nrp-1 permet de mieux décrire et 
caractériser les lymphocytes iNKT ETR, les propriétés particulières de ces cellules ont sans 
doute déjà été mises en évidence, sans forcément savoir qu’il s’agissait de cellules 
récemment sorties du thymus. Une analyse rétrospective de la littérature m’a permis 
d’identifier plusieurs études pour lesquelles je pense que les auteurs avaient affaire aux 
lymphocytes iNKT ETR.  
 
Figure 52. Expression de Nrp-1 par les lymphocytes iNKT des poumons. 
Les lymphocytes des poumons de souris C57BL/6 âgée de 8 semaines ont été préparés pour 
l’analyse de l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes iNKT (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) et dans les 
lymphocytes T conventionnels (TCRβ
+
 CD1d Tet
-
) par cytométrie de flux. La comparaison du 
marquage obtenu avec l’isotype contrôle permet de bien distinguer une population de lymphocytes 
iNKT Nrp-1
+
 ainsi qu’une population de lymphocytes T conventionnels Nrp-1
+
 (les Treg). Ces 
résultats sont représentatifs de plus de dix expériences indépendantes. 
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Deux études, menées sur des souris Balb/c, ont montré qu’un sous-type de 
lymphocytes iNKT exprime le récepteur de l’IL-25, appelé IL-17RB, et joue un rôle primordial 
dans l’inflammation pulmonaire allergique déclenchée par la cytokine IL-25 [214, 223]. Les 
lymphocytes iNKT IL-17RB+ présentent un phénotype CD4+ CD69- CD122lo TCRhi, et sont 
abondants dans le thymus, la rate et les poumons, mais pas le foie des souris Balb/c. Autant 
de caractéristiques phénotypiques et de localisation partagées par les lymphocytes iNKT 
ETR Nrp-1+, que ce soit dans les souris Balb/c ou les souris C57BL/6. En effet, j’ai retrouvé 
une forte proportion de lymphocytes iNKT Nrp-1+ dans les poumons de souris C57BL/6 
(Figure 52). En revanche, ces deux études montrent que le sous-type de lymphocytes iNKT 
IL-17RB+ n’existe pas dans les souris de souche C57BL/6. Il semble donc que la capacité 
des lymphocytes iNKT ETR à répondre à l’IL-25 ne soit observée que dans la souche Balb/c. 
Il n’est par ailleurs pas étonnant que les lymphocytes iNKT ETR soient impliqués dans un 
modèle pathologique dépendant d’une inflammation de type Th2, étant donné le profil de 
sécrétion de cytokines de ces cellules. 
Il a aussi été montré qu’une population de lymphocytes iNKT NK1.1- exprime 
fortement CD1d et est capable de s’autoprésenter le ligand α-GalCer en l’absence de 
cellules présentatrices d’antigène [224]. Dans le thymus, CD1d est exprimé en abondance 
par les lymphocytes iNKT immatures (stades 1 et 2) et permet leur développement optimal 
[63]. J’ai pu observer que les lymphocytes iNKT Nrp-1+ spléniques expriment beaucoup plus 
la molécule présentatrice d’antigène CD1d (Figure 53) que les lymphocytes iNKT matures. Il 
apparaît donc que les lymphocytes iNKT ETR expriment fortement CD1d. La question de 
savoir si l’expression autonome de CD1d par ces cellules est nécessaire pour le processus 
de maturation reste ouverte. 
 
  
Figure 53. Expression de CD1d dans les lymphocytes iNKT Nrp-1
-
 et Nrp-1
+
 de la rate 
Les lymphocytes de la rate de souris C57BL/6 âgée de 8 semaines ont été préparés pour l’analyse 
par cytométrie de flux de l’expression de CD1d sur les lymphocytes iNKT (TCRβ
+
 CD1d Tet
+
) Nrp-
1
-
 et Nrp-1
+
. Ce résultat est représentatif de quatre expériences indépendantes. 
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5.3. Régulation homéostatique des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 
Un autre sous-type de lymphocytes iNKT murins correspondant vraisemblablement à 
des cellules ETR et ayant été beaucoup décrit dans la littérature récemment sont les 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17. En effet, les expériences d’activation in vitro et in vivo 
de lymphocytes iNKT m’ont permis de déterminer que les lymphocytes iNKT producteurs 
d’IL-17 expriment dans leur quasi-totalité Nrp-1. De plus, après thymectomie des souris à 
l’âge adulte, le nombre de lymphocytes iNKT capables de produire l’IL-17 dans la rate et les 
ganglions lymphatiques périphériques est divisé par 4 par rapport aux souris contrôle. J’ai 
donc pu déduire de ces expériences que les lymphocytes iNKT appartenaient, dans leur 
grande majorité, au groupe des lymphocytes iNKT ETR. 
Ces résultats sont pour le moins inattendus et les études précédentes des 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 présageaient plutôt que ces derniers appartenaient 
aux lymphocytes iNKT NK1.1- matures, et ce pour plusieurs raisons. D’une part, on retrouve 
des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 dans les ganglions lymphatiques de souris âgées 
de 4 mois, âge auquel l’export thymique est diminué [65]. D’autre part, l’hypothèse que les 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 pouvaient être des cellules ETR a été écartée par 
Coquet et al. sous le prétexte qu’ils ne parvenaient pas, grâce à la technique de l’injection de 
FITC intra-thymique, à détecter des lymphocytes iNKT ETR dans les ganglions lymphatiques 
périphériques, organes qui sont pourtant très riches en lymphocytes iNKT producteurs d’IL-
17 [77]. Or mes résultats montrent clairement que ces conclusions ont été avancées 
hâtivement. D’une part, bien que les populations de lymphocytes iNKT NK1.1+ et NK1.1- 
soient à l’équilibre dans les organes lymphoïdes murins après 2 mois de vie, l’export 
thymique des lymphocytes T naïfs et des lymphocytes iNKT est encore très important à l’âge 
de 2-3 mois, comme l’attestent mes expériences de thymectomie à l’âge adulte. Des souris 
âgées de 4 mois ont certes un thymus plus petit que des souris de 4 semaines, mais 
l’involution thymique n’est pas totale à cet âge, qui est encore jeune pour ces animaux. 
D’autre part, comme je l’ai expliqué plus tôt, il est très délicat de rechercher des lymphocytes 
iNKT ETR dans les ganglions lymphatiques. En effet, les lymphocytes iNKT ne représentent 
qu’environ 0,1-0,2% des lymphocytes dans ces organes. Donc, en faisant l’hypothèse que 
40% (c’est environ le pourcentage de cellules Nrp-1+ parmi les lymphocytes iNKT de ces 
organes) des lymphocytes iNKT sont renouvelés par l’export thymique tous les 5 jours (c’est 
la vitesse de renouvellement des lymphocytes iNKT Nrp-1+ spléniques que j’ai calculée) et 
que l’on cherche à analyser les cellules ETR 36 heures après injection intra-thymique de 
FITC (qui marque environ 30% des thymocytes), il faudra être capable de détecter entre 
0,005% et 0,01% des lymphocytes. Ce n’est a priori pas impossible, mais il n’est pas 
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certains que Coquet et al. se soient donnés les moyens de détecter des évènements aussi 
rares.  
Il pourrait cependant m’être opposé qu’il reste encore des lymphocytes iNKT 
capables de produire de l’IL-17 dans la rate et les ganglions lymphatiques périphériques de 
souris ayant subi une ablation du thymus. Existerait-il donc plusieurs populations de 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 ? L’une, majoritaire, serait constituée exclusivement 
de lymphocytes ETR, alors que l’autre, minoritaire, serait constituée de cellules matures. 
Etant donné la grande diversité fonctionnelle des lymphocytes iNKT, cette hypothèse est 
plausible. Une autre possibilité est que l’ablation, même complète, des deux lobes thymiques 
ne soit pas suffisante pour abroger complètement la fonction d’export de lymphocytes T 
nouvellement formés. Il a en effet été montré que les souris peuvent posséder de petits 
thymi ectopiques, appelés « thymi cervicaux », capables de fonctionner aussi bien que le 
thymus thoracique [225, 226]. Ces organes, qui sont présents dans environ 30-50% des 
souris C57BL/6 et plus de 50% des souris Balb/c, pourraient avoir contribué à l’export de 
lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 en l’absence du thymus thoracique. 
Malgré le point d’interrogation soulevé ci-avant, mes résultats montrent que la grande 
majorité des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 sont bien des cellules récemment 
exportées du thymus. La fonction d’export thymique est donc particulièrement importante 
pour le maintient de cette population aux fonctions immunitaires encore mal connues. On 
peut logiquement se demander ce que deviennent ces cellules après leur sortie du thymus et 
leur passage par les organes lymphoïdes secondaires. On peut déduire des expériences de 
thymectomie que leur présence dans les organes lymphoïdes comme la rate (et 
probablement aussi les ganglions lymphatiques périphériques) n’est que transitoire. 
Plusieurs scénarios sont alors possibles : (i) ces cellules deviennent matures et perdent la 
capacité de produire de l’IL-17 ; (ii) ces cellules meurent rapidement dans ces organes ; (iii) 
ces cellules migrent préférentiellement vers d’autres tissus. Les expériences de Michel et al. 
ont montré que les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17, triés positivement à partir de 
souris transgéniques exprimant GFP sous le contrôle du promoteur du facteur de 
transcription ROR-γt, ne donnent pas d’autre « descendance » que des lymphocytes iNKT 
ROR-γt+ producteurs d’IL-17 après culture dans le modèle FTOC [117]. Il semble donc que 
les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 n’aient pas la possibilité de maturer en d’autres 
types de producteurs de cytokines. Il n’y a pas, à ma connaissance, d’étude publiée étudiant 
spécifiquement l’apoptose des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17. Par contre, on sait 
que les lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 sont présents dans des tissus comme les 
poumons [119, 120] et la peau [65]. Il est donc probable qu’au moins une partie des 
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lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 migrent rapidement vers ces tissus à leur sortie du 
thymus. 
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5.4. Rôle de Nrp-1 dans le développement et la fonction des lymphocytes iNKT 
A la lumière des résultats obtenus sur les lymphocytes T conventionnels au cours de 
ma thèse, il apparaît encore plus clair que l’expression de Nrp-1 sur les lymphoctes iNKT 
thymiques et ETR est probablement déclenchée par l’activation du TCR lors de la phase de 
sélection positive des thymocytes présentant le réarrangement canonique Vα14Jα18 du 
TCR. De même, l’activation de la voie Ca2+/calcineurine/NFAT est sans doute impliquée 
dans l’induction de Nrp-1 à la surface des précurseurs thymiques iNKT. Le rôle crucial du 
facteur de transcription Egr2, cible directe de NFAT, dans le développement thymique des 
lymphocytes iNKT a récemment été démontré [53]. Ce travail souligne donc l’importance du 
signal calcique dans le développement et la maturation des lymphocytes iNKT [52]. Il est 
donc possible que l’expression de Nrp-1 soit impliquée dans le processus de développement 
et de maturation de ces cellules dans le thymus.  
Récemment, plusieurs études ont montré que Nrp-1 pouvait servir de récepteur au 
TGF-β1 sous sa forme latente ou active [171, 173, 174]. D’une part, la fixation du TGF-β1 
latent à Nrp-1 induit un changement de conformation du LAP qui aboutit à la libération de la 
forme active du TGF-β1 [173]. D’autre part, la fixation du TGF-β1 actif sur Nrp-1 augmente la 
phosphorylation des protéines de signalisation Smad2/3 en aval du TGF-βRII [174]. Or on 
sait que la signalisation du TGF-β1 dans les thymocytes est nécessaire au développement 
des lymphocytes iNKT. En effet, l’ablation du gène codant pour le TGF-βRII spécifiquement 
dans les thymocytes immatures induit notamment une réduction drastique du nombre et de 
la fonction des lymphocytes iNKT thymiques et périphériques [15, 16]. Doisne et al. ont tout 
récemment montré que plusieurs voies de signalisation en aval du TGF-β1 jouaient des rôles 
différents à différents stades du développement et de la maturation des lymphocytes iNKT 
[227]. Il est donc probable que Nrp-1 soit impliqué, en tant que récepteur/activateur 
favorisant la signalisation via Smad2/3, dans les étapes précoces du développement des 
lymphocytes iNKT ainsi que dans leur maturation. Il a aussi été suggéré que l’expression de 
certains marqueurs importants pour la localisation des lymphocytes iNKT producteurs d’IL-17 
dans les tissus (CD103 et CCR6) pourrait être dépendante de la signalisation du TGF-β1 
[65]. L’expression spécifique de Nrp-1 sur les cellules iNKT productrices d’IL-17 pourrait 
faciliter cet effet du TGF-β1. Enfin, si l’on connaissait la capacité du TGF-β1 à induire 
l’expression de Foxp3 dans les lymphocytes T conventionnels activés, on sait maintenant 
qu’une partie des lymphocytes iNKT peuvent eux aussi exprimer Foxp3 lorsqu’ils sont 
activés en présence de cette cytokine [228]. Il serait intéressant de regarder si les 
lymphocytes iNKT ETR Nrp-1+ sont plus aptes à se différencier en cellules Foxp3+ en 
présence de TGF-β1 que les lymphocytes iNKT matures Nrp-1-. 
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Dans les lymphocytes T humains et les lymphocytes Treg Foxp3+ murins, 
l’expression de Nrp-1 favoriserait la formation de contacts cellulaires prolongés avec les 
cellules dendritiques [191, 198]. Ces contacts cellulaires feraient intervenir, au sein d’une 
synapse immunologique, des interactions homotypiques en trans entre les molécules Nrp-1 
exprimées sur les lymphocytes T et les molécules Nrp-1 exprimées par les cellules 
dendritiques. Etant donnés l’expression forte de Nrp-1 par les thymocytes DP corticaux, il est 
possible que de telles interactions soient aussi requises pour permettre des contacts 
prolongés entre les précurseurs thymiques iNKT et les cellules DP CD1d+ leur présentant un 
ligand endogène pour leur sélection. De la même manière, l’activation des lymphocytes iNKT 
dans les ganglions lymphatiques par des ligands glycolipidiques particulaires nécessite 
l’établissement de contacts prolongés avec les macrophages du sinus subcapsulaire leur 
présentant l’antigène [71]. Or les macrophages activés peuvent exprimer Nrp-1 [197], tout 
comme une grande partie des lymphocytes iNKT des ganglions lymphatiques. Il est donc 
possible que Nrp-1 joue aussi un rôle important dans la formation d’une synapse 
immunologique entre ces deux types cellulaires lors des réponses immunitaires 
périphériques. Enfin, les interactions prolongées entre les lymphocytes Treg et les cellules 
dendritiques participent à l’action immunosuppressive des premiers [191]. Les lymphocytes 
iNKT sont eux-aussi capables, in vitro et in vivo, d’inhiber la différenciation de lymphocytes T 
activés en effecteurs producteurs de cytokines [229]. Cette inhibition, dépendante du contact 
cellulaire et favorisée par l’activation des lymphocytes iNKT par α-GalCer, pourrait aussi faire 
intervenir Nrp-1, qui est exprimé à la fois par les lymphocytes iNKT et T conventionnels 
activés. 
L’expression de Nrp-1 est indispensable aux effets de son ligand Sema3A sur la 
dynamique du cytosquelette dans ses cellules cibles. Ce rôle de Sema3A, important pour le 
guidage des axones lors du développement du système nerveux central, est aussi impliqué 
dans les effets de Sema3A sur le cytosquelette des cellules du système immunitaire. Ainsi, 
Sema3A désorganise le cytosquelette d’actine au niveau de la synapse immunologique entre 
les lymphocytes T humains et les cellules dendritiques et diminue donc l’activation des 
lymphocytes T [207, 208]. L’expression de Nrp-1 sur les précurseurs thymiques iNKT en 
prolifération ainsi que sur les lymphocytes iNKT matures activés pourrait permettre le 
contrôle de la prolifération de ces cellules via l’action de Sema3A. De plus, au sein du 
thymus humain, le couple Sema3A/Nrp-1 régule la migration des thymocytes en réponse à 
plusieurs signaux pro-migratoires [184]. Une autre protéine de la famille des sémaphorines 
de classe 3, Sema3E, est exprimée au niveau de la médulla du thymus murin et empêche la 
migration des thymocytes DP immatures exprimant son récepteur PlexinD1 vers cette zone 
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du thymus [187]. Bien que la majorité des effets de Sema3E sur les cellules nerveuses, 
cancéreuses, et endothéliales soient indépendantes de l’expression de Nrp-1 [230-232], la 
co-expression de Nrp-1 et PlexinD1 régule l’effet répulsif de Sema3E sur certains axones 
[230]. L’expression de Nrp-1 par les thymocytes immatures et les lymphocytes iNKT 
thymiques immatures pourrait donc être importante pour la régulation de la migration de ces 
cellules au sein du thymus. Enfin, l’expression de Sema3A par les cellules endothéliales 
lymphatiques joue un rôle crucial dans la transmigration des cellules dendritiques activées 
Nrp-1+ nécessaire à la migration de ces cellules des tissus infectés vers les ganglions [200]. 
L’expression de Nrp-1 pourrait alors aussi jouer un rôle particulier dans la sortie des 
lymphocytes iNKT du stade 2 du thymus vers la périphérie, ou dans la localisation 
préférentielle des lymphocytes iNKT Nrp-1+ dans les ganglions lymphatiques. 
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5.5. Mécanismes de régulation positive et négative de l’expression de Nrp-1 
Plusieurs expériences présentées dans ce manuscrit attestent du rôle de l’activation 
du TCR dans l’induction de l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T conventionnels et 
iNKT. D’une part, on peut noter, dans les organes lymphoïdes des souris naïves, une 
corrélation nette entre l’expression de Nrp-1 et la prolifération associée à la signalisation du 
TCR ou du pré-TCR : Nrp-1 est exprimé dans les thymocytes immatures à partir de la β-
sélection jusqu’à la sélection positive, dans les lymphocytes iNKT thymiques des stades 
immatures (stade 1 et 2) et les lymphocytes iNKT ETR, ainsi que dans les lymphocytes T 
conventionnels CD44hi en prolifération rapide (Ki67+). De plus, l’activation de lymphocytes T 
conventionnels et iNKT in vitro par plusieurs agonistes du TCR a clairement démontré que 
l’induction de Nrp-1 était dépendante de l’intensité de stimulation du TCR. L’impact de 
signaux de co-stimulation et de l’apport d’IL-2 exogène sur l’expression de Nrp-1 induite par 
l’activation du TCR a aussi pu être mesuré. De manière très intéressante, le couplage de 
l’expression de Nrp-1 à la dilution du CFSE suggère que l’expression de Nrp-1 est d’autant 
plus importante que les cellules sont dans une phase active de prolifération. Cependant, en 
dessous d’un certain seuil d’intensité de stimulation du TCR, la prolifération des lymphocytes 
T activés n’est pas associée à l’expression de Nrp-1. Inversement, les expériences de 
réactivation de lymphocytes T nous montrent que l’expression de Nrp-1 après activation du 
TCR peut être très rapide et vraisemblablement précéder la première division des 
lymphocytes T réactivés. Bien que l’expression du facteur de transcription Foxp3 soit 
suffisante pour induire l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T [189, 191], l’expression 
de Nrp-1 dans les lymphocytes T activés par le TCR est indépendante de l’expression de 
Foxp3.  
Les expériences réalisées in vitro sur les lymphocytes T conventionnels montrent des 
rôles antagonistes du facteur de transcription NFAT et de sa kinase régulatrice GSK3 sur 
l’expression de Nrp-1 après engagement du TCR. Le blocage de la voie de signalisation 
Ca2+/calcineurine/NFAT par la drogue immunosuppressive CsA diminue dramatiquement 
l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T réactivés. L’expression de Nrp-1 après 
engagement du TCR semble particulièrement dépendante de cette voie de signalisation 
puisqu’une dose 10 fois inférieure à la dose recommandée de CsA suffit à l’inhiber presque 
totalement. Dans le système des lymphocytes OT-1 activés par leur peptide agoniste 
SIINFEKL présenté à la surface de cellules denditiques, la dose de 10 ng/ml de CsA n’a pas 
d’effet notable sur la prolifération des cellules mais suffit à inhiber de près de 50% 
l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T divisés. L’inhibition de l’activité de la kinase 
GSK3 par le LiCl promeut l’activité de NFAT en empêchant sa phosphorylation par GSK3 et 
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donc sa sortie du noyau [220, 221]. Dans les lymphocytes T activés, ceci a pour effet de 
permettre une expression beaucoup plus importante de Nrp-1 dans les lymphocytes divisés. 
Dans leur ensemble, ces expériences soulignent le rôle central de NFAT dans l’expression 
de Nrp-1 après activation du TCR. 
En dehors de Foxp3, les facteurs de transcription capables d’activer l’expression de 
Nrp-1 dans les lymphocytes T ne sont pas connus. Par contre, certains facteurs de 
transcription, décrits dans d’autres systèmes cellulaires comme des inducteurs de la 
transcription du gène NRP1, sont impliqués dans l’activation et le développement des 
lymphocytes T. Le facteur de transcription AP-1 peut se fixer sur une région conservée du 
promoteur de NRP1 et activer sa transcription dans les cellules endothéliales [233]. Or AP-1 
est un partenaire de NFAT qui participe conjointement à l’expression de plusieurs gènes 
cibles de NFAT dans les lymphocytes T activés [6, 234]. Le rôle crucial de NFAT dans 
l’induction de Nrp-1 dans les lymphocytes T activés pourrait donc nécessiter la formation de 
complexes NFAT/AP-1 et leur fixation sur le promoteur de NRP1. Toujours dans les cellules 
endothéliales, l’activation de la voie Notch1 par son ligand DLL1 active la transcription du 
gène NRP1 et induit l’expression de Nrp-1 à la surface de ces cellules [235]. Or Notch1 est 
un régulateur extrêmement important du développement des lymphocytes T qui agit 
notamment au cours de la β-sélection en synergie avec la signalisation du pré-TCR [1]. 
L’activation de Notch1 peut résulter en l’activation de la calcineurine et de NFAT dans 
certains types cellulaires [236]. L’expression de Nrp-1 dans les thymocytes immatures et les 
lymphocytes T activés pourrait donc aussi dépendre de l’activité de la voie de signalisation 
de Notch1. Grâce au programme Mapper (Chip Bioinformatics, University of Florida), j’ai pu 
identifier in silico, en amont du site d’initiation de la transcription du gène NRP1, un site 
consensus de fixation du facteur de transcription « myocyte enhancer factor 2 » (MEF2) très 
conservé. Or MEF2 est un facteur de transcription dont l’activité dépend de l’activité de la 
calcineurine et qui joue un rôle important, en partenariat avec NFAT, dans la transcription de 
gènes cibles comme IL2 et Nur77 dans les thymocytes et les lymphocytes T activés [237-
239]. MEF2 pourrait donc aussi être important pour l’induction de Nrp-1 après engagement 
du TCR. 
L’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T activés est maximale environ 36 à 48 
heures après l’activation initiale. En l’absence de nouvel engagement du TCR, l’expression 
de Nrp-1 diminue ensuite progressivement jusqu’à redevenir très faible à nulle 5 jours après 
l’activation initiale. D’ailleurs, mis à part les sous-types de cellules en prolifération 
homéostatique intense, les lymphocytes T mémoire murins n’expriment que peu ou pas Nrp-
1. De même, les lymphocytes iNKT matures sont Nrp-1- dans les souris naïves. Il semble 
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donc que l’absence de stimulation forte et continue du TCR soit à l’origine de la diminution 
d’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T et iNKT. Néanmoins, il est intriguant que des 
processus nécessitant un engagement du TCR, comme la sélection positive des thymocytes 
ou la maturation périphérique des lymphocytes iNKT, s’accompagnent d’un arrêt de 
l’expression de Nrp-1 (et n’induisent pas la prolifération des cellules impliquées). L’intensité 
de stimulation du TCR ainsi que le contexte moléculaire secondaire de ces interactions sont 
sans doute des éléments déterminants dans la « décision » d’un thymocyte ou d’un 
lymphocyte mature d’exprimer Nrp-1. Pour les lymphocytes iNKT, on peut ainsi faire 
l’hypothèse qu’un signal faible (ligand endogène) couplé à l’activation de SAP (suite à 
l’engagement des récepteurs de la famille Slam) induit la prolifération et l’expression de Nrp-
1, alors qu’un signal faible (ligand endogène présenté en périphérie) en l’absence 
d’engagement de Slam n’induit ni la prolifération ni l’expression de Nrp-1. Un signal fort (forte 
dose d’α-GalCer) serait capable d’induire la prolifération et l’expression de Nrp-1, même en 
l’absence d’engagement de Slam (Figure 54). Ce modèle s’appliquerait aussi à la sélection 
positive des thymocytes et à l’activation des lymphocytes T conventionnels matures. 
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Figure 54. Modèle d’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes iNKT murins en fonction du 
contexte de la stimulation du TCR 
(A) Dans le thymus, l’engagement du TCR semi-invariant des précurseurs iNKT par un ligand 
endogène présenté par un thymocytes DP, associé à la signalisation de SAP déclenchée par 
l’interaction Slam-Slam, déclenchent un signal calcique fort qui résulte en l’activation de NFAT, la 
prolifération, l’expression de Nrp-1 et la différenciation en lymphocytes iNKT. (B) Dans le thymus et 
en périphérie, l’engagement du TCR des lymphocytes iNKT du stade 2 par un ligand endogène 
présenté par les cellules dendritiques n’induit qu’un signal calcique faible insuffisant pour activer 
NFAT, maintenir l’expression de Nrp-1 et induire la prolifération, mais la signalisation de l’IL-15 
permet d’activer T-bet et d’induire la maturation des lymphocytes iNKT. (C) Dans le cas d’une 
activation par un agoniste fort comme α-GalCer, le signal résultant de l’engagement du TCR est 
suffisamment fort pour induire par lui-même l’activité de NFAT, la prolifération, et l’expression de 
Nrp-1. 
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5.6. Nrp-1 : une plateforme intégrative de mécanismes régulateurs 
L’expression de récepteurs ou de ligands à la surface des lymphocytes T activés peut 
avoir plusieurs rôles dans l’activation et/ou la régulation des réponses immunitaires. Ainsi, 
l’expression de CD25 est nécessaire à la prolifération des lymphocytes T activés en réponse 
à l’IL-2 sécrétée de manière autocrine et paracrine, alors que l’engagement du marqueur 
d’activation CTLA-4 par ses ligands CD80 et CD86 exprimés par les cellules dendritiques a 
pour effet de diminuer la prolifération des lymphocytes T. Certains marqueurs exprimés par 
les lymphocytes T activés participent à l’adhésion de ces cellules (CD44, intégrines), à leur 
migration préférentielle vers les tissus inflammés ou les follicules (CCR4 ou CXCR5, 
respectivement), ou à leur différenciation en différents types d’effecteurs (IFN-γR, IL-4R). 
Enfin, certaines molécules exprimées par les lymphocytes T après engagement de leur TCR 
permettent l’activation optimale des lymphocytes B (CD40L, ICOS, OX40). Je me suis donc 
demandé si l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés pouvait servir des fonctions 
similaires à celles d’autres marqueurs d’activation. 
Pour essayer de répondre à cette question, j’ai utilisé un anticorps polyclonal capable 
de bloquer spécifiquement la fixation de ses différents ligands connus sur Nrp-1. En ajoutant 
cet anticorps pendant l’activation de lymphocytes T par leur TCR, j’ai pu observer que le 
blocage de Nrp-1 induit une augmentation de la prolifération. J’ai ensuite mis en évidence 
que Sema3A, un ligand de Nrp-1, est exprimé par les lymphocytes T activés et inhibe la 
prolifération des lymphocytes T. L’effet immunosuppresseur de Sema3A sur les lymphocytes 
T avait déjà été mis en évidence dans des modèles humains in vitro [207, 208]. De plus, 
l’existence d’une boucle autocrine de régulation négative de la prolifération des lymphocytes 
T activés par le couple Sema-3A/Nrp-1 pouvait être supposée d’après une étude précédente 
[210]. Mes résultats montrent que les lymphocytes T murins expriment à la fois Sema3A et 
Nrp-1 après engagement de leur TCR, comme c’est le cas pour les lymphocytes T humains 
[196, 208]. Dans les lymphocytes T humains, l’action immunosuppressive de Sema3A passe 
par l’inhibition de la réorganisation du cytosquelette au niveau de la synapse immunologique 
[207, 208]. On peut aussi imaginer que l’activation de GSK3 par la voie de signalisation 
déclenchée par Sema3A [240] participe de cet effet en accélérant l’export nucléaire de 
NFAT. Les cellules dendritiques activées sont elles aussi capables de produire Sema3A 
quand elles sont activées, surtout en présence de CD40L [208]. Il est donc probable que la 
concentration locale en Sema3A au niveau de la synapse entre un lymphocyte T et une 
cellule dendritique lui présentant son antigène spécifique soit faible dans les premières 
heures de l’interaction, mais qu’elle augmente au cours du temps et soit maximale environ 
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36H après le début de l’intéraction. La Sema3A agirait alors localement sur le lymphocyte T 
exprimant Nrp-1, déstabiliserait le cytosquelette d’actine, et participerait ainsi à l’interruption 
du contact entre la cellule dendritique et le lymphocyte T, au moment de l’initiation de la 
prolifération [8] (Figure 55). 
 
Figure 55. Modèle décrivant le rôle du couple Nrp-1/Sema3A dans la dynamique des 
contacts cellulaires pendant l’activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques 
Lorsqu’un lymphocyte T rencontre une cellule dendritique présentant son antigène spécifique, il 
établit un contact (1). Cette zone de contact s’organise en une synapse immunologique, mettant en 
jeu des interactions moléculaires fortes (intégrines) et un réseau dense d’actine filamenteuse, qui 
permet la signalisation optimale du TCR (2). Le lymphocyte T activé se met à exprimer Nrp-1, et à 
la fois le lymphocyte T activé et la cellule dendritique activée produisent Sema3A. L’expression de 
Nrp-1 et la production de Sema3A sont maximales environ 36
H
 après le contact initial (3). L’action 
de Sema3A induit la désorganisation du réseau d’actine, l’affaiblissement de la synapse 
immunologique, et permet donc le détachement du lymphocyte T de la cellule dendritique au 
moment de l’initiation de la prolifération (4). 
 
Un autre ligand de Nrp-1, TGF-β1, participe vraisemblablement à la fonction 
régulatrice de l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés. En effet, l’ajout de 
l’anticorps bloquant de Nrp-1 inhibe deux effets majeurs du TGF-β1 sur les lymphocytes T 
CD4+ : l’inhibition de la prolifération et la conversion en lymphocytes iTreg. Dans ces 
expériences in vitro, j’ai utilisé le TGF-β1 recombinant sous sa forme active. C’est donc bien 
le rôle de corécepteur joué par Nrp-1 dans la signalisation du TGF-β1 qui est impliqué ici 
[174], et non celui de simple récepteur activateur de la forme latente de TGF-β1 [173]. Ces 
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résultats suggèrent par ailleurs que l’expression de Nrp-1 par les lymphocytes T CD4+ 
activés pourrait être importante pour leur différenciation préférentielle en lymphocytes TH17 
ou iTreg, tous deux dépendants de l’activité du TGF-β1.  
Mes résultats obtenus in vitro suggèrent donc que Nrp-1 pourrait participer à 
plusieurs fonctions sur les lymphocytes T activés : régulation de la prolifération, modification 
des contacts avec les cellules dendritiques, différenciation en lymphocytes effecteurs. Une 
multiplicité de ligands et de co-récepteurs capables de se fixer à Nrp-1 et d’induire des voies 
de signalisation différentes a déjà été impliquée dans la régulation des réponses 
immunitaires. Nrp-1 serait donc une plateforme capable d’intégrer plusieurs mécanismes 
régulateurs en fonction du contexte cellulaire et moléculaire de l’engagement du TCR sur les 
lymphocytes T. 
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5.7. Expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T humains 
La première étude de Nrp-1 dans les lymphocytes T a été réalisée sur des cellules 
humaines [198]. Nous avons depuis montré, avec mon camarade thésard Amédée Renand, 
que Nrp-1 n’est pas exprimé sur les lymphocytes Treg Foxp3+ humains contrairement à ce 
qui est observé chez la souris [196]. Au cours de cette étude, nous avons remarqué que 
l’expression de Nrp-1 était très faible ou nulle sur les lymphocytes T du sang périphérique, 
mais que l’activation du TCR induisait l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés. 
Nous avons aussi remarqué qu’il existait, dans les organes lymphoïdes secondaires humains 
(ganglions lymphatiques et amygdales), une population de lymphocytes T CD4+ Nrp-1+ 
n’exprimant pas les marqueurs des lymphocytes Treg CD25 et Foxp3. Cette population avait 
déjà été mise en évidence dans un travail préalable qui avait montré que ces cellules Nrp-1+ 
avait un phénotype comparable à celui des lymphocytes T folliculaires (CD4+ CD45RO+ 
CD57+ CD69+) [195]. Alors que mon travail de thèse s’est focalisé sur l’expression de Nrp-1 
dans les lymphocytes T murins, Amédée Renand a lui, pendant son doctorat, poursuivi une 
caractérisation plus fine de cette population de lymphocytes T CD4+ Nrp-1+ présents dans 
les amygdales humaines. Ses résultats sont clairs et très intéressants. Parmi les 
lymphocytes T des amygdales, Nrp-1 est exprimé exclusivement sur environ 10 à 40% des 
lymphocytes TFH (CD4
+ CXCR5hi PD-1hi ICOShi). L’abondance des lymphocytes TFH Nrp-1
+ 
est corrélée au nombre de lymphocytes B du centre germinatif (CD19+ IgD- CD38+) présents 
dans les amygdales, et la culture in vitro de lymphocytes TFH Nrp-1
- avec des lymphocytes B 
autologues induit l’expression de Nrp-1 à la surface des lymphocytes TFH en l’absence de 
stimulation exogène. Les résultats d’Amédée Renand suggèrent donc que l’expression de 
Nrp-1 sur les lymphocytes TFH des amygdales reflète leur état d’activation et que Nrp-1 
pourrait être impliqué dans les interactions entre lymphocytes TFH et lymphocytes B au sein 
des centres germinatifs.  
Nrp-1 est donc un marqueur d’activation des lymphocytes T conservé entre le 
système immunitaire murin et humain. Le fait que l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes 
Treg n’ait pas été conservée dans l’évolution du système immunitaire suggère que Nrp-1 ne 
joue pas un rôle primordial dans ces cellules. A l’inverse, l’évolution a maintenu l’expression 
de Nrp-1 en réponse à l’engagement du TCR. On peut donc supposer que Nrp-1 joue un rôle 
important lors de l’activation et la prolifération des lymphocytes T. 
143 
 
5.8. Perspectives de recherche et applications proposées 
Les travaux que j’ai présentés dans ce manuscrit pourraient être le point de départ de 
plusieurs projets de recherche visant à approfondir notre compréhension du rôle de Nrp-1 
dans le système immunitaire. 
Pour mieux comprendre le rôle de Nrp-1, un modèle murin déficient pour le gène 
NRP1 serait particulièrement utile. Malheureusement, les souris NRP1-/- meurent à un stade 
embryonnaire précoce (10,5 jours post coitum), ce qui empêche leur utilisation directe pour 
des études en immunologie [143].  Cependant, deux souches de souris pourraient permettre 
d’étudier certains aspects fonctionnels de Nrp-1. L’une de ces souches est homozygote pour 
un gène NRP1 muté, codant pour une protéine Nrp-1 ne contenant pas le site de fixation de 
Sema3A, mais pouvant encore lier le VEGF [141]. Ces souris survivent jusqu’à l’âge adulte 
dans 20-30% des cas et pourraient permettre d’étudier spécifiquement le rôle des 
interactions Sema3A/Nrp-1 dans les réponses immunitaires. L’autre souche est homozygote 
pour un gène NRP1 dont l’exon 2 est flanqué de sites LoxP [141]. Le croisement de cette 
souche avec des souris exprimant la recombinase Cre spécifiquement dans certains tissus 
et/ou sous contrôle d’un promoteur inductible permet d’invalider NRP1 dans les tissus et/ou 
au moment voulus. Ainsi, des souris déficientes pour NRP1 uniquement dans les 
lymphocytes T ont déjà été générées par le croisement des souches NRP1flox/flox et Lck-Cre 
[188]. L’analyse des thymocytes et des lymphocytes T dans ces souris n’ont pas révélé de 
phénotype immunitaire majeur de ces souris. Il serait néanmoins intéressant d’étudier le 
compartiment des lymphocytes iNKT dans ces souris. Il est aussi probable que le rôle de 
Nrp-1 se révèle plus important dans des modèles d’activation des lymphocytes T que dans 
l’homéostasie de souris naïves. 
L’expression spécifique de Nrp-1 sur les lymphocytes iNKT ETR permettrait de mieux 
étudier ce sous-type de lymphocytes iNKT jusqu’ici négligé faute de marqueur pertinent. Une 
étude complète des propriétés effectrices, du potentiel de différenciation et de plasticité, ainsi 
que des différents processus de maturation et de migration des lymphocytes iNKT ETR 
apporterait des informations cruciales sur la biologie des lymphocytes iNKT. De même, le 
sous-type de lymphocytes T conventionnels CD4+ CD44hi Nrp-1+ mériterait d’être mieux 
caractérisé. A la lumière des résultats obtenus sur les TFH humains dans mon laboratoire, on 
peut se demander si Nrp-1 ne marquerait pas aussi un sous-type de TFH activés 
naturellement présents dans les souris naïves. En effet, il a été montré que des dépôts 
antigéniques, sous la forme de complexes peptide/CMH-II, peuvent persister dans les 
ganglions lymphatiques longtemps après une immunisation et entretenir des réservoirs de 
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lymphocytes TFH mémoire dans un état semi-actif (CD69
+) [241]. Le rôle crucial de SAP et de 
ses récepteurs associés de la famille Slam dans le positionnement et la fonction des 
lymphocytes TFH dans les centres germinatifs [37, 242-244], tout comme l’expression 
préférentielle de Notch1 dans les cellules TFH du centre germinatif [245], sont autant 
d’indices qui pourraient suggérer que Nrp-1 jouerait aussi un rôle important dans la 
régulation des réponses humorales de haute affinité. 
Les cellules tumorales peuvent échapper à l’immuno-surveillance des lymphocytes T 
en produisant du TGF-β1 et de la Sema3A [207, 208, 246, 247]. Puisque Nrp-1, un récepteur 
de ces deux protéines est exprimé sur les lymphocytes T activés, on peut imaginer bloquer 
leur effet en ciblant Nrp-1. Deux stratégies sont envisageables : l’une consisterait à utiliser 
un anticorps bloquant la fixation de ses ligands à Nrp-1, alors que l’autre reposerait sur 
l’inhibition de l’expression de Nrp-1 sur les lymphocytes T activés. On peut par exemple 
imaginer que la CsA à faible dose, en affectant spécifiquement l’expression de Nrp-1 dans 
les lymphocytes T activés, aurait un effet positif sur l’immuno-surveillance de tumeurs 
sécrétant TGF-β1 et/ou Sema3A. L’idée d’utiliser un médicament immunosuppresseur pour 
« booster » le système immunitaire peut paraître paradoxal, mais en pratique, on sait déjà 
que de telles drogues peuvent être à l’origine de pathologies dues à une sur-activation de 
certains lymphocytes T [248, 249]. 
L’identification de la voie de signalisation Ca2+/calcineurine/NFAT comme étant 
nécessaire et suffisante à l’expression de Nrp-1 dans les lymphocytes T activés apporte un 
nouveau mécanisme de modulation de l’expression de ce récepteur. Il serait légitime de se 
demander si cette voie de signalisation est aussi responsable de l’expression inductible de 
Nrp-1 dans d’autres tissus, notamment dans le système nerveux central. En cas de lésion de 
la moelle épinière [165] ou de dommages au niveau du système nerveux central dûs à  un 
épisode d’ischémie [250], Nrp-1 et Sema3A sont rapidement exprimés au niveau des tissus 
neuronaux lésés. L’action locale de Sema3A sur les neurones Nrp-1+ inhibe alors la 
réparation de la blessure et est aussi responsable de l’apoptose de ces neurones. 
L’expression de Nrp-1 pourrait dans ce cas être dépendante de la voie 
Ca2+/calcineurine/NFAT induite par le fort stress causé aux cellules pendant ces blessures, 
ce qui permettrait l’emploi de CsA dans le traitement de ces lésions. D’autre part, l’activité 
nerveuse module les propriétés synaptiques et la structure des dendrites par des 
mécanismes dépendants de la voie de signalisation Ca2+/calcineurine/NFAT [251]. Etant 
donné le rôle de Nrp-1 dans l’établissement des connexions synaptiques et de 
l’arborescence dendritique au cours du développement du cortex cérébral [252, 253], il est 
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probable que l’induction de Nrp-1 en réponse à la signalisation de NFAT soit aussi impliquée 
dans la plasticité neuronale à l’âge adulte. 
L’expression préférentielle de Nrp-1 sur les cellules tumorales et sur les cellules 
endothéliales des vaisseaux sanguins néo-formés par l’angiogénèse tumorale a fait de cette 
molécule une cible thérapeutique d’intérêt pour le développement de nouveaux traitements 
des cancers. Outre le développement d’anticorps bloquants anti-Nrp1 à visée anti-
angiogénique [158, 159], certaines équipes ont misé sur l’utilisation de peptides capables de 
se fixer à Nrp-1 pour adresser des médicaments de chimiothérapie directement dans les 
cellules tumorales et le tissu qui les entoure [254-257]. On peut d’une part se demander quel 
sera l’impact de telles thérapies sur le système immunitaire de patients atteints de cancers. 
Ces médicaments pourraient détruire les lymphocytes T activés exprimant Nrp-1 et diminuer 
ainsi l’efficacité de la réponse immunitaire anti-tumorale. A l’inverse, on pourrait détourner 
cette technologie et l’utiliser à des fins immunosuppressives, par exemple pour le traitement 
des maladies auto-immunes. On pourrait ainsi cibler spécifiquement les lymphocytes T 
activés au sein d’un tissu inflammatoire et leur adresser des drogues cytotoxiques, 
immunosuppressives, ou même des composés capables d’influencer leur différenciation en 
cellules régulatrices (acide rétinoïque par exemple).  
En conclusion, Nrp-1 et ses nombreux ligands sont impliqués dans un nombre 
croissant de processus biologiques physiologiques et pathologiques. Les résultats obtenus 
pendant cette thèse ouvrent donc de nombreuses perspectives de recherches 
fondamentales et d’interventions thérapeutiques dans des domaines variés tels que 
l’immunologie, la cancérologie et la neurologie.  
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Abstract  
Invariant natural killer T (iNKT) cells are T lymphocytes with a restricted T cell 
antigen receptor repertoire that specifically recognizes glycolipid antigens. Upon activation, 
iNKT cells rapidly produce diverse cytokines like IFN-, IL-4, IL-13 or IL-17, and act as 
innate initiators of immune responses. Despite increasing knowledge on the mechanisms 
involved in thymic development of iNKT cells, the functional properties of recently exported 
iNKT cells remain largely unexplored, principally because of a lack of bona fide markers to 
distinguish recent thymic emigrant (RTE) from long-lived immature-like iNKT cells. We 
identified a subset of iNKT cells expressing the murine regulatory T cell marker neuropilin-1 
(Nrp-1). Nrp-1
+
 iNKT cells had an immature phenotype and displayed enhanced proliferative 
properties in vivo. Using intrathymic FITC injection and adult thymectomy, we showed that 
the Nrp-1
+
 subset corresponded to RTE iNKT cells. Multiple intracellular cytokine staining 
after in vivo challenge revealed that, in sharp contrast with mature Nrp-1
-
 iNKT cells, up to 
80% of Nrp-1
+
 RTE iNKT cells failed to simultaneously produce IFN-, IL-4 and IL-13. 
Remarkably, the pro-inflammatory cytokine IL-17 was exclusively produced by Nrp-1
+
 RTE 
iNKT cells in lymphoid organs. Collectively, our results describe a new accurate marker for 
RTE iNKT cells allowing the functional analysis of these cells in vivo, and shed light on the 
homeostatic requirements of IL-17-producing iNKT cells.   
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Introduction 
Invariant natural killer T (iNKT) cells are T lymphocytes expressing a semi-invariant 
TCR which recognizes endogenous and exogenous glycolipid antigens presented by the MHC 
class I-like molecule CD1d (1). Most iNKT cells are characterized by an activated memory 
phenotype (CD44
high
, CD69
+
), the expression of NK cell markers (CD122, NK1.1), and the 
rapid secretion of both type 1 (IFN-) and type 2 (IL-4, IL-13) cytokines after TCR 
stimulation (2). Invariant NKT cells develop in the thymus where double positive (DP) 
thymocytes expressing the canonical V14J18 TCR rearrangement are positively selected 
by CD1d-expressing DP cells (3-5). Selected iNKT cells undergo several steps of maturation 
characterized by distinct phenotypes and functions: stage 1 (NK1.1
-
 CD44
low
) and stage 2 
(NK1.1
-
 CD44
high
) iNKT cells proliferate intensely and secrete mostly type 2 cytokines 
whereas stage 3 (NK1.1
+
 CD44
high
) iNKT cells are resting, secrete both type 1 and type 2 
cytokines, and are long-term thymus residents (6, 7). Thymic export of iNKT cells to the 
periphery occurs at stage 2 and most of the exported cells quickly mature into NK1.1
+
 iNKT 
cells (6). However, some iNKT cells remain NK1.1
-
 long after thymic export (8). The 
peripheral iNKT cell pool thus consists of NK1.1
+
 and NK1.1
-
 cells with different cytokine 
profiles: NK1.1
+
 iNKT cells produce large amounts of both type 1 and type 2 cytokines, 
whereas NK1.1
-
 iNKT cells produce more type 2 than type 1 cytokines and comprise a subset 
of IL-17-producing cells (9, 10). Because the absence of the NK1.1 marker is not sufficient to 
discriminate recent thymic emigrant (RTE) from long-lived NK1.1
-
 iNKT cells, there is no 
clear data on the functional properties of RTE iNKT cells. Notably, whether IL-17-producing 
iNKT cells are part of the RTE or of the long-lived NK1.1
-
 iNKT cells subsets has not been 
addressed directly. 
Neuropilin-1 (Nrp-1) is a transmembrane receptor for class 3 semaphorins (11) and 
vascular endothelium growth factor isoforms (12). Nrp-1 is expressed in a wide range of 
tissues and mediates diverse cellular functions such as migration, adhesion, proliferation, and 
apoptosis (13, 14). In the mouse immune system, Nrp-1 is a marker of Foxp3
+
 regulatory T 
(Treg) cells (15) and participates in their suppressive functions through homotypic 
interactions with Nrp-1 at the surface of DC (16). Nrp-1 is also expressed on immature 
thymocytes but its function in this setting has not been clearly identified (17).The expression 
of Nrp-1 in other murine T cell subsets has not been investigated to date. 
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Here we report that Nrp-1 expression characterizes RTE iNKT cells and use the Nrp-1 
marker to discriminate and functionally analyze RTE iNKT cells. We describe that most Nrp-
1
+
 RTE iNKT cells fail to simultaneously produce IFN-, IL-4 and IL-13, and show that the 
size of the peripheral lymphoid pool of IL-17-producing iNKT cells, which express Nrp-1, is 
maintained by continuous thymic export. 
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Materials and methods 
Mice 
C57BL/6 mice were purchased from Janvier (Le-Genest-Saint-Isle, France). Mice 
were kept in specific pathogen-free conditions at our animal facility, and experimental studies 
were performed in accordance with the French Institutional Committee.  
 
Cell preparation 
Single cell suspensions of spleen, thymus and peripheral lymph nodes (pLN: pooled 
inguinal, brachial and axillary lymph nodes) were obtained by mechanical disruption and 
passing through a 40 µm cell strainer. Red blood cells were removed from spleen cell 
suspensions by hypotonic shock with ammonium chloride buffer. Viable cells were counted 
on a hemacytometer using Trypan Blue exclusion, and the absolute numbers of lymphocyte 
subsets were calculated after FACS analysis. 
 
Flow cytometry 
Cell surface staining was performed in PBS buffer containing 2% (v/v) FCS and 
0.01% (w/v) NaN3 on ice (FACS buffer). For intracellular cytokine staining, surface-labeled 
cells were fixed for 5 minutes in 4% (w/v) paraformaldehyde (in PBS) at room temperature, 
and stained for 30 minutes at room temperature in FACS buffer supplemented with 0.5% 
(w/v) saponin (Sigma-Aldrich). Nuclear Ki67 staining was done using the fixation and 
permeabilization reagents from a Foxp3 staining kit (eBioscience) following the 
manufacturer’s instructions. BrdU incorporation was analyzed using the BrdU flow kit from 
BD Biosciences following the manufacturer’s instructions. 
Prior to cell surface staining, surface Fc receptors were saturated by incubation with 
ascite-purified antibody to CD16/CD32 (2.4G2) for 10 minutes on ice. AlexaFluor 488 anti-
Ki67 (B56), Pacific Blue anti-CD3 (500A2), PerCP and Pacific Blue anti-CD4 (RM4-5), 
FITC and PerCP-Cy5.5 anti-CD69 (H1.2F3), PE anti-NK1.1 (PK136), PerCP-Cy5.5 anti-
CD19 (6D5), FITC anti-TCR (H57-597), PE anti-CD122 (TM-1), PE anti-CD24 (M1/69), 
purchased from BD Biosciences, and Pacific Blue anti-IFN- (XMG1.2), PE-Cy7 anti-IL-4 
(BVD6-24G2), PE anti-IL-13 (eBio 13A), PE anti-IL-17 (eBio 17B7), PerCP-Cy5.5 anti-
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NK1.1 (PK136), allophycocyanin (APC)-AlexaFluor 750 anti-TCR (H57-597), purchased 
from eBioscience. The empty and PBS57-loaded APC- and PE-labeled mouse CD1d 
tetramers were obtained from the NIH Tetramer Core Facility. The following antibodies were 
used for Nrp-1 expression analysis: polyclonal goat anti-rat Nrp-1 (AF566, R&D Systems), 
FITC, PE, and PE-Cy7 donkey anti-goat IgG (Santa Cruz Biotechnology), and AlexaFluor 
647 donkey anti-goat IgG (Invitrogen). 
 Data were acquired on a FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences) using 
FACSDiva software (BD Biosciences) and were analyzed with the FlowJo software 
(Treestar). FACS data are displayed as 5% contour dot plots showing outliers, or histogram 
overlays with “% of max” scaling. 
 
iNKT cell enrichment and cell sorting 
When indicated, cell suspensions were enriched in iNKT cells by depletion using 
antibodies directed against CD8 (53-6.7), CD62L (MEL-14) and CD19 (6D5), all purchased 
from Biolegend, and magnetic beads coupled to anti-rat IgG antibodies, purchased either from 
Invitrogen or from Ademtech, following the manufacturer’s instructions. 
For cell sorting, iNKT cell-enriched spleen cell suspensions were stained with PE 
CD1d Tet, FITC anti-TCR, and anti-Nrp-1 followed by AlexaFluor 647 anti-goat IgG. Cells 
were then sorted on a FACSAria (BD Biosciences) cell sorter. 
 
BrdU treatment 
Mice were injected i.p. with 2 mg BrdU (Sigma-Aldrich) in 200 µl PBS and were then 
given BrdU for the following five days in their drinking water (0.8 mg/ml) before sacrifice 
and analysis. 
 
Cell culture and in vitro activation of iNKT cells 
Total spleen cells (50x10
6
 cells/ml) were labeled with 5 µM CFSE (Sigma-Aldrich) in 
PBS for 10 minutes at 37°C, and rinsed twice with cold PBS + 2% FCS. CFSE-labeled 
splenocytes (2x10
6
 cells/ml/well) were then cultured for 3 days in 24-well plates in 
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lymphocyte culture medium (RPMI 1640 + 10% (v/v) FCS + 10 mM HEPES + 50 µM 2-ME 
+ 2 mM L-glutamin + 100 U/ml penicillin + 100 µg/ml streptomycin). Recombinant human 
IL-7 and IL-15 (R&D Systems) were used at 20 ng/ml. -GalCer (Alexis Biochemicals) was 
used at 100 ng/ml. 
FACS-sorted iNKT cells (20,000) were cultured in 200 µl lymphocyte culture medium 
in U-bottom 96-well plates. Nrp-1
-
 iNKT cells were activated by anti-CD3 (clone 145-2C11, 
generous gift of J. Diana, INSERM U561, Paris) and anti-CD28 (clone 37.51, Biolegend) 
antibodies that had been previously coated at 5 µg/ml in 50 µl PBS for 2 hours at 37°C. 
In some experiments, iNKT-enriched cell suspensions (500,000 cells/well in 200 µl) 
were cultured in U-bottom 96-well plates in lymphocyte culture medium supplemented with 
10 nM PMA, 1 µM ionomycin and 5 µg/ml brefeldin A (all from Sigma-Aldrich) for 3 hours. 
Cells were then recovered and washed once in PBS + 2% FCS before staining.  
All cell cultures were done at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% C02.  
 
In vivo activation of iNKT cells 
For long term activation of iNKT cells, mice were injected i.p. with 2 µg -GalCer in 
200 µl PBS. For short term activation of iNKT cells and intracellular cytokine staining, mice 
were injected i.p. with 250 µg brefeldin A in 200 µl PBS (unless otherwise stated), followed 
30 minutes later by i.p. injection of 2 µg -GalCer in 200 µl PBS. Mice were sacrificed after 
2 hours for spleen cell recovery and analysis. 
 
Intrathymic FITC injection 
Five week-old mice were deeply anesthetized by i.p. injection of a mixture of 
ketamine (10 mg/kg) and xylasine (1 mg/kg) in 200 µl PBS. The shaved skin above the rib 
cage was cut open with fine scissors and the rib cage was opened by a 5 mm-long incision of 
the sternum to gain access to the thymus. Both thymic lobes were injected with 10 µl of a 2 
mg/ml FITC (Sigma-Aldrich) solution in PBS. The wound was closed by sewing the two 
flaps of skin together with 2-3 suture points, and the animals were left to recover on their 
flanks in a heated cage. Control animals were left untreated. 
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Adult mouse thymectomy 
Eight week-old mice were deeply anesthetized and their rib cage was opened as 
described above. The two thymic lobes were then carefully removed with an aspirator. The 
wound was closed and the animals were left to recover. Control (sham-thymectomized) 
animals were anesthetized and had their rib cage opened. After four weeks, the animals were 
sacrificed for analysis. At that point, the completeness of thymectomy was checked and mice 
with thymus remnants were excluded from the study. 
 
Statistical analyses 
Data were expressed as mean ± SEM and were compared with the statistical test 
indicated in the figure legend using Prism 5.0 software (Graphpad). A p-value inferior to 0.05 
was considered significant. 
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Results 
Characterization of an immature phenotype proliferating Nrp-1
+
 iNKT cell subset in 
the spleen 
Most of the work concerning Nrp-1 in the murine immune system has focused on 
Foxp3
+
 Treg cells because they express high levels of surface Nrp-1. Our analyses of mouse 
lymphocytes however revealed that some Foxp3
-
 T cells also express Nrp-1. We therefore 
chose to investigate whether Nrp-1 could also be expressed by iNKT cells. 
We used CD1d tetramers loaded with the -galactosylceramide (-GalCer) analog 
PBS57 (CD1d Tet) to analyze the expression of Nrp-1 in iNKT cells of C57BL/6 mice. In the 
spleen, a subset of iNKT cells, representing 10-15% of total iNKT cells, expressed Nrp-1 at 
levels similar to Treg cells (Fig. 1A). Splenic Nrp-1
+
 iNKT cells had an immature phenotype 
since they were CD69
-
 and had lower NK1.1 and CD122 expression (Fig. 1B) than Nrp-1
-
 
iNKT cells. During our FACS experiments, we noticed that Nrp-1
+
 iNKT cells were larger 
(increased forward light scatter) than Nrp-1
-
 iNKT cells. Increased cell size is often associated 
with lymphocyte proliferation, which can be assessed by the intranuclear expression of the 
Ki67 marker. In the spleen, the Nrp-1
+
 iNKT cell subset included a high percentage of Ki67
+
 
cells (Fig. 1C). BrdU incorporation experiments confirmed that Nrp-1
+
 iNKT cells were 
proliferating more than their Nrp-1
-
 counterparts in vivo (Fig. 1D). 
 
TCR activation of iNKT cells induces Nrp-1 expression  
TCR activation with agonist glycolipids induces iNKT cell proliferative expansion in 
vivo and in vitro (18). Yet, homeostatic proliferation of iNKT cells in vivo is dependent on the 
cytokines IL-7 and IL-15 and does not require TCR engagement (19). To explore the events 
leading to Nrp-1 expression on splenic proliferating iNKT cells, we used various stimuli to 
activate iNKT cells and analyzed Nrp-1 expression. In vitro, IL-7, IL-15 and -GalCer 
induced the proliferation of iNKT cells (Fig. 2A, left column), but only cultures treated with 
-GalCer showed Nrp-1 expression on blastic iNKT cells (Fig. 2A, right column). Activation 
of sorted splenic Nrp-1
-
 iNKT cells with anti-CD3 and anti-CD28 induced Nrp-1 expression 
in a time-dependent manner (Fig. 2B), indicating that TCR activation of iNKT cells can 
induce Nrp-1 de novo expression. In vivo TCR activation resulted in the massive and durable 
expression of Nrp-1 on iNKT cells since 3 and 7 days after -GalCer challenge, the Nrp-1+ 
194 
 
CD69
-
 phenotype was expressed by 89.5 % and 63 % of splenic iNKT cells, respectively (Fig. 
2C). 
Thus, Nrp-1 expression on the subset of proliferating iNKT cells described in naive 
mice is likely due to previous TCR activation. 
 
Nrp-1 is expressed by recent thymic emigrant iNKT cells 
TCR activation of CD24
+
 thymocytes bearing the characteristic V14J18 TCR 
rearrangement by CD1d-expressing cortical DP thymocytes is the initial event leading to 
iNKT cells expansion and development (2, 20). In the thymus, Nrp-1 was highly expressed on 
CD24
+
 CD1d Tet
+
 thymocytes and on stage 1 and 2 thymic iNKT cells, but only dimly 
expressed on stage 3 iNKT cells (Fig. 3A and 3B), indicating that Nrp-1 expression in thymic 
iNKT cells is associated with TCR-induced proliferation. 
Invariant NKT cells emigrating from the thymus mostly bear the stage 2 phenotype 
and complete their maturation in the periphery (6). To evaluate the contribution of thymic 
export to the splenic Nrp-1
+
 iNKT cell pool, we labeled thymocytes in situ with FITC and 
analyzed FITC
+
 iNKT cells in the spleen shortly after. After 36 hours, RTE iNKT cells were 
detected in the spleen and the vast majority of them expressed Nrp-1 (Fig. 3C and 3D). Given 
the percentage of randomly labeled thymocytes (30% in average) and the relative proportion 
of FITC
+
 cells in splenic Nrp-1
+
 iNKT cells 36h after intrathymic FITC injection (10% in 
average),  we evaluated that the Nrp-1
+
 iNKT cell pool would be entirely renewed by thymic 
emigrants every 5 days. These data show that Nrp-1 is expressed by most RTE iNKT cells, 
and suggest that Nrp-1 expression on peripheral iNKT cells is transitory after export from the 
thymus, and that the Nrp-1
+
 iNKT cell pool is maintained by continuous thymic output. 
 
Nrp-1
+
 iNKT cells display an altered type 1 and type 2 cytokines production profile 
The innate effector properties of iNKT cells rely on their ability to rapidly and 
massively produce both type 1 (IFN-) and type 2 (IL-4, IL-13) cytokines after antigen 
encounter. We used intracellular cytokine staining to evaluate the simultaneous production of 
these cytokines by splenic Nrp-1
+
 and Nrp-1
-
 iNKT cells after in vivo -GalCer challenge. 
Taking each cytokine individually, Nrp-1
+
 iNKT cells contained less IFN-, IL-4 and IL-13 
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producers than Nrp-1
-
, with the sharpest reduction observed for IFN- (Fig. 4A). Next we used 
a gating strategy that allowed us to quantify the percentage of Nrp-1
-
 and Nrp-1
+
 iNKT cells 
producing any combination of the three cytokines (Fig. 4B). Nrp-1
-
 iNKT cells had the 
expected profile, with the majority of cells producing IFN-, IL-4 and IL-13 simultaneously 
and a high proportion producing IFN- and IL-4, but not IL-13 (Fig. 4C, left). Nrp-1+ iNKT 
cells displayed a different profile: less than 20% were triple producers, and about half of Nrp-
1
+
 iNKT cells failed to produce any of these cytokines (Fig. 4C, right). The absence of IFN-, 
IL-4 and IL-13 production by a relative majority of Nrp-1
+
 iNKT cells was not due to a 
default in antigen sensing or to a lack of activation since CD69 was upregulated in both Nrp-
1
-
 and Nrp-1
+
 iNKT cell subsets shortly after -GalCer injection (Fig. S1).  
 
Nrp-1 is expressed by IL-17 producing iNKT cells 
We have recently identified a subset of NK1.1
-
 iNKT cells specialized in the 
production of the pro-inflammatory cytokine IL-17 after activation (10). Noteworthily, IL-17-
producing iNKT cells do not produce IFN- and IL-4 after stimulation. After in vivo challenge 
with -GalCer, a small subset of splenic iNKT cells produced IL-17 but not IFN- (Fig. 5A), 
consistent with our previous findings. In contrast with IFN--producing iNKT cells that were 
mostly Nrp-1
-
, IL-17-producing splenic iNKT cells expressed Nrp-1 (Fig. 5A and 5B). IL-17-
producing iNKT cells derive from an alternative thymic differentiation pathway (21) and are 
particularly abundant in peripheral lymph nodes (pLN) (22). In vitro stimulation of thymic 
iNKT cells with PMA and ionomycin similarly induced IL-17 production by a small subset of 
iNKT cells that expressed high levels of Nrp-1 (Fig. 5C and 5D). Nrp-1
+
 iNKT cells were 
abundant in pLN where they accounted for 42 ± 2% of total iNKT cells (grey histogram in 
Fig. 5E and data not shown). Likewise, IL-17-producing, but not IFN--producing iNKT cells 
in pLN also expressed Nrp-1 (Fig. 5E and 5F), indicating that Nrp-1 is a characteristic marker 
of the IL-17-producing iNKT cell subset in lymphoid organs.  
 
Adult thymectomy depletes Nrp-1
+
 and IL-17 producing iNKT cells 
IL-17-producing iNKT cells have been extensively described in the peripheral 
lymphoid organs and tissues of young adult mice (9, 10, 21-26) but the contribution of thymic 
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output to the homeostatic requirements of these cells has not been rigorously investigated. In 
mice, most of the thymic export of iNKT cells occurs in the first few weeks after birth and the 
percentage of iNKT cells among peripheral lymphocytes is considered to be stable after 7-8 
weeks of life. We thymectomized mice at 8 weeks of age and prepared their spleen and pLN 
four weeks after surgery to quantitatively analyze the IL-17-producing and Nrp-1
+
 iNKT cell 
subsets. The percentages and absolute counts of total iNKT cells in the spleen were unaffected 
by thymectomy, but the Nrp-1
+
 CD69
-
 iNKT cell subset was almost completely absent from 
the spleens of thymectomized animals (Fig. 6A and 6B), consistent with the idea that the 
peripheral Nrp-1
+
 iNKT cell pool is maintained through continuous thymic output. We used 
in vitro activation of iNKT-enriched cell suspensions to assess the total number of iNKT cells 
capable of producing IL-17 in the spleens of control and thymectomized animals. The spleens 
of control animals contained approximately 6,000 IL-17-producing iNKT cells, whereas 
thymectomized mice contained less than 2,000 per spleen (Fig. 6C). In pLN, adult 
thymectomy caused a significant decrease in the numbers of total and Nrp-1
+
 iNKT cells (Fig. 
6D), and IL-17 producing iNKT cells were equally affected (Fig. 6E). These experiments 
clearly establish that most Nrp-1
+
 and IL-17-producing iNKT cells in adult mice peripheral 
lymphoid organs are RTE. 
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Discussion 
In this work, we have characterized a subset of iNKT cells expressing the murine Treg 
marker Nrp-1. Nrp-1
+
 iNKT cells, which bear an immature phenotype (CD69
-
, NK1.1
low
, 
CD122
low
) and are proliferating in vivo, are RTE that have acquired (or retained) Nrp-1 
expression after positive selection-induced TCR activation in the thymus. We and others have 
reported Nrp-1 expression on activated human T cells (27) and immature proliferating murine 
thymocytes (17, 28) independently of Foxp3 expression. Thus Nrp-1 might be a general 
marker of TCR-activated T cells, and its presence on RTE iNKT cells, but not on naive and 
RTE conventional T cells (data not shown), likely reflects the unconventional selection and 
development processes of iNKT cells. The very early activation marker CD69 has already 
been described as an age-related maturation marker of splenic iNKT cells (29). It is therefore 
coherent that RTE iNKT cells in adult mice exhibit low CD69 expression. Because 3 days 
after -GalCer injection splenic iNKT cells were mostly CD69-, it is tempting to speculate 
that low CD69 expression on RTE iNKT cells results from the intrathymic proliferation wave 
triggered by positive selection. The Nrp-1
+
 CD69
-
 characteristic phenotype of RTE iNKT 
cells may thus be imprinted by TCR activation-induced proliferation inside the thymus and 
rapidly changed into the classic Nrp-1
-
 CD69
+
 phenotype upon maturation in the periphery. 
We have used simultaneous intracellular staining of IFN-, IL-4 and IL-13 after in vivo 
activation to evaluate the functional properties of Nrp-1
+
 RTE iNKT cells at the single cell 
level. In contrast to mature Nrp-1
-
 iNKT cells which produced both type 1 and type 2 
cytokines, many Nrp-1
+
 iNKT cells failed to produce any of these cytokines. Gata-3 and T-
bet, the two master transcription factors controlling type 2 and type 1 cytokines production, 
respectively, are also necessary for iNKT cell terminal maturation (29, 30). RTE iNKT cells 
might therefore not be fully equipped to produce both types of cytokines simultaneously. 
However those RTE iNKT cells that produced cytokines 2 hours after -GalCer challenge 
showed a bias towards IL-4 and/or IL-13 production without IFN- concomitant expression. 
This observation, together with the increased proliferation of RTE iNKT cells, likely explain 
the strong type 2 cytokines bias previously reported in the culture supernatant of activated 
immature thymic iNKT cells (6, 9). 
Our results also show that IL-17 producing iNKT cells, which express the RTE marker 
Nrp-1, are depleted from the spleen and pLN of adult mice one month after thymectomy. 
Thus continuous thymic export of Nrp-1
+
 iNKT cells crucially contributes to the size of the 
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IL-17-producing iNKT cell pool in lymphoid organs of adult mice. We have previously 
shown that IL-17-producing iNKT cells represent a distinct and definitive lineage of iNKT 
cells that cannot give rise to “classic” IL-4 and IFN- producers upon transfer into fetal 
thymic organ cultures (21). To explain the disappearance of IL-17-producing iNKT cells from 
lymphoid organs after thymectomy, we propose that IL-17-producing iNKT cells may only 
transitionally reside in peripheral lymphoid organs after thymic export, and preferentially 
survive in and home to tissues like the lungs (10) and the skin (22). Collectively, these results 
allow us to propose an updated diagram of phenotypic characteristics and functional 
properties of iNKT cells throughout their life from thymic development to final tissue 
residency (Fig. 7).  
Nrp-1 has been shown to bind and activate latent TGF-1 (31), a cytokine crucially 
involved in several steps of iNKT cell development and maturation (32). Nrp-1 expression 
might increase the local concentration of active TGF-1 around developing iNKT cells and 
thus facilitate the development of these cells in an autocrine and paracrine manner. Increased 
sensitivity of Nrp-1
+
 iNKT cells to TGF-1 might also regulate the acquisition of specific 
tissue-homing receptors (e.g. CD103) on IL-17-producing iNKT cells, as suggested by Doisne 
et al. (22). Nrp-1 mediates long term interactions between Treg cells and immature dendritic 
cells through Nrp-1/Nrp-1 trans interactions (16). Recent in vivo imaging work has revealed 
the importance of cognate stable interactions between iNKT cells and subcapsullar sinus 
macrophages for the initiation of immune responses to glycolipids in lymph nodes (33). Nrp-
1, which is highly expressed by lymph node-resident iNKT cells and may be expressed by 
macrophages (34), might play a pro-adhesive role in this context. The possible roles played by 
Nrp-1 in iNKT cells development, trafficking and functions are currently under investigation. 
In conclusion, based on the characteristic Nrp-1
+
 phenotype we have identified 
important functional features of RTE iNKT cells. Remarkably, IL-17-producing iNKT cells in 
lymphoid organs are Nrp-1
+
 and are depleted after thymectomy, thus implying that thymic 
output is a key homeostatic requirement of this pro-inflammatory iNKT cell subset. Together, 
these results provide the basis for a thorough analysis of the contribution of RTE iNKT cells 
in animal models of inflammation, infection and autoimmunity.  
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Figure legends 
FIGURE 1. Phenotypic and proliferative characteristics of splenic Nrp-1
+
 iNKT cells. A, 
FACS analysis of splenic TCR+ CD1d Tet+ iNKT cells and TCR+ CD1d Tet- conventional 
T cells showing Nrp-1 expression in a subset of iNKT cells and in a subset of CD4
+
 T cells. B, 
Histogram overlays showing CD69 (left), NK1.1 (middle) and CD122 (right) expression in 
splenic conventional T cells (dashed line), Nrp-1
-
 (grey histogram) and Nrp-1
+
 (black line) 
iNKT cells. C, Intranuclear expression of the proliferation-associated marker Ki67 in spleen 
Nrp-1
-
 (filled histogram) and Nrp-1
+
 (thick black line) iNKT cells. The percentage of Ki67
+
 
cells in each subset is indicated (n = 5, ***: p<0.001, paired student’s t test). D, Mice were 
treated with BrdU and the percentage of cells with DNA-incorporated BrdU among spleen 
Nrp-1
-
 (filled histogram) and Nrp-1
+
 (thick black line) iNKT cells was determined by FACS 
(n = 5, ***: p<0.001, paired student’s t test). 
 
FIGURE 2. Nrp-1 expression is induced on iNKT cells after TCR activation. A, Analysis of 
Nrp-1 expression on CD1d Tet
+
 cells after in vitro culture of CFSE-labeled spleen cells with 
IL-7, IL-15, or -GalCer for 72 hours. These data are representative of two distinct 
experiments performed in duplicate wells. B, FACS-sorted spleen Nrp-1
-
 iNKT cells were 
activated with anti-CD3 and anti-CD28, and Nrp-1 expression on activated iNKT cells was 
analyzed by FACS at 24 and 48 hours. Representative data of one out of three experiments are 
shown. C, Mice were injected i.p. with -GalCer or control diluent, and CD69 and Nrp-1 
expression on gated TCR+ CD1d Tet+ spleen iNKT cells was analyzed after 3 and 7 days. 
Representative data of one mouse out of two per time point in one out of two experiments are 
shown.  
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FIGURE 3. RTE iNKT cells express Nrp-1. A, Thymi from 5 week-old mice (n = 3) were 
analyzed by FACS to determine the expression of Nrp-1 in CD24
+
 CD1d Tet
+
 (CD24
+
, dotted 
line), CD24
-
 CD1d Tet
+
 CD44
low
 NK1.1
-
 (stage 1, straight line), CD24
-
 CD1d Tet
+
 CD44
high
 
NK1.1
-
 (stage 2, dashed line), and CD24
-
 CD1d Tet
+
 CD44
high
 NK1.1
+
 (stage 3, thick black 
line) iNKT cells, compared to control isotype staining (full grey histogram). B, Nrp-1 relative 
mean fluorescence intensity (MFI) (relative to control isotype staining) in the different thymic 
stages of iNKT cell development. C and D, Five week-old mice were intrathymically injected 
with FITC, and their spleens were recovered after 36 hours. Splenocytes were enriched in 
iNKT cells and Nrp-1 expression was analyzed in iNKT cells by FACS. C, Representative 
analysis of Nrp-1 and FITC expression in splenic CD1d Tet
+
 iNKT cells. D, Nrp-1 expression 
by FITC
-
 and FITC
+
 splenic iNKT cells from treated animals (n = 3, **: p<0.01, student’s 
paired t test). This experiment was performed twice with similar results. 
 
FIGURE 4. Type 1 and type 2 cytokines production profiles of splenic Nrp-1
-
 and Nrp-1
+
 
iNKT cells. Mice were injected i.p. with brefeldin A then -GalCer or control diluent, and 
sacrificed 2 hours after the last injection. IFN-, IL-4 and IL-13 production was analyzed in 
Nrp-1
-
 and Nrp-1
+
 iNKT cells by intracellular cytokine staining of total spleen cells. A, IFN- 
(left), IL-4 (middle) and IL-13 (right) production in activated Nrp-1
-
 (full grey histogram) and 
Nrp-1
+
 (black line) iNKT cells compared to control iNKT cells (dashed line). B, Gating 
strategy used for the simultaneous analysis of IFN-, IL-4 and IL-13 production in Nrp-1- and 
Nrp-1
+
 iNKT cells. Splenic iNKT cells were identified as CD1d Tet
+
 CD19
-
, and split into the 
Nrp-1
-
 and Nrp-1
+
 subsets. Each subset was then further subdivided into IFN- producers and 
non-producers; finally IL-4 and IL-13 production was analyzed in each subgroup. The 
thresholds for intracellular cytokines detection were set according to the fluorescence 
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intensities observed for splenic iNKT cells of control mice (bottom dot plots). C, Pie charts 
representing the mean percentages of cells producing the 8 possible combinations of IFN-, 
IL-4 and IL-13 among gated Nrp-1
-
 (left) and Nrp-1
+
 (right) splenic iNKT cells. For both 
subsets, the mean ± SEM percentage of cells expressing each combination is indicated. Data 
were compared with a paired student’s t test and the p-value summary is indicated for each 
combination (***: p<0.001, **: p<0.01, *: p<0.05, NS: not significant, n = 4, pooled data 
from two distinct experiments).  
 
FIGURE 5. IL-17 producing iNKT cells express Nrp-1. A and B, Mice were treated as in Fig. 
4 and iNKT-enriched spleen cell suspensions were prepared for FACS analysis of IFN- and 
IL-17 production in CD1d Tet
+
 iNKT cells. A, Dot plot analysis of IFN- and IL-17 
expression by splenic iNKT cells of control- or α-GalCer-treated mice, and histogram overlay 
analysis of Nrp-1 expression in total (full grey histogram), IFN-+ (dashed line) and IL-17+ 
(black line) iNKT cells. B, Nrp-1 relative MFI of total, IFN-+ and IL-17+ splenic iNKT cells 
(*: p<0.05, ***: p<0.001, paired student’s t test, n = 4, pooled data from two distinct 
experiments). C, D, E and F, Thymi and pLN from three 8 week-old mice were pooled and 
enriched in iNKT cells. Enriched cells were activated in vitro with PMA and ionomycin in the 
presence of brefeldin A and prepared for FACS analysis of IFN- and IL-17 production in 
CD1d Tet
+
 iNKT cells. C and E, Dot plot analyses of IFN- and IL-17 expression by thymic 
(C) and pLN (E) iNKT cells in control conditions (culture medium) and after activation 
(PMA/ionomycin), and histogram overlay analysis of Nrp-1 expression in total (full grey 
histogram), IFN-+ (dashed line) and IL-17+ (black line) iNKT cells. D and F, Nrp-1 relative 
MFI of total, IFN-+ and IL-17+ thymic (D) and pLN (F) iNKT cells (*: p<0.05, NS: not 
significant, paired student’s t test, pooled data from three distinct experiments). 
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FIGURE 6. Adult thymectomy depletes Nrp-1
+
 and IL-17-producing iNKT cells. Eight 
week-old mice were thymectomized (Tx) or sham-thymectomized (sTx) and sacrificed four 
weeks later for analysis. A, Representative FACS analysis of Nrp-1 and CD69 expression in 
splenic CD1d Tet
+
 CD19
-
 iNKT cells of sTx and Tx mice. B and D, Absolute numbers of total 
iNKT cells, Nrp-1
+
 and Nrp-1
-
 iNKT cells in the spleen (B) and pLN (D) of sTx (light grey) 
and Tx (dark grey) mice. C and E, Absolute numbers of IL-17 producing iNKT cells in the 
spleen (C) and pLN (E) of sTx (light grey) and Tx (dark grey) mice, assessed by intracellular 
cytokine staining of in vitro activated iNKT-enriched cell suspensions. Data were compared 
using unpaired student’s t test (NS: not significant, **: p<0.01, n = 4 for sTx vs n = 5 for Tx, 
pooled data from two distinct experiments). 
 
FIGURE 7. Schematic view of phenotypic markers and cytokine production profiles 
of immature thymic, RTE and long-lived resident iNKT cells. As iNKT cells develop inside 
the thymus, emigrate from the thymus, mature and home to their final residency, they express 
different characteristic combinations of the CD44, NK1.1 and Nrp-1 markers, and have 
diverse abilities for cytokine secretion upon activation. 
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SUPPLEMENTAL FIGURE 1. 
 
SUPPLEMENTAL FIGURE 1. CD69 upregulation in Nrp-1
-
 and Nrp-1
+
 iNKT cells after 
-GalCer injection. Mice were injected i.p. with 2 µg -GalCer without prior injection of 
brefeldin A and CD69 expression in splenic Nrp-1
-
 (red) and Nrp-1
+
 (blue) TCR+ CD1d Tet+ 
iNKT cells was analyzed after 0 h (control, shaded full histogram), 1.5 h (thin line) and 3 h 
(thick line). These data are representative of three distinct experiments. 
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